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INTRODUCCION

Durante las (ltimas décadas la investigacién en genética se ha
adentrado en el conocimiento de proceso de mutacibén, la naturaleza mole
cular de las alteraciones genéticas, las manifestaciones patolégicas de
las mutaciones en el hombre y la identificacibn de agentes capaces de in

ducir rutaciones en pruebas de laboratorio.

La exposicién del hombre a miltiples sustancias quimicas es causa
de preocupacidn por el riesgo potencial de que algunas de estas sustancias
interactlien con el ADN de células germinales, o de células somdticas, pro
duciendo mutaciones que, en el primer caso incrementen la frecuencia de
padecimientos de origen genético vy en el segundo influyan en la propor -

cidn de ciertos tipos de céncer.

La existencia de alrrededor de 70,000 compuestos quimicos a los que
podemos estar expuestos, hace evidente la necesidad de contar con métodos
sencillos que permitan detectar a los agentes capaces de producir mutacio

nes.

Se han desarrollado diferentes sistemas de prueba (Tabla 1 ) que u
tilizan desde el ADN aislado, hasta mamiferos completos para detectar la

capacidad de los agentes quimicos de inducir dafio genético.



THhRLA 1

CARACTERISTICAS DE LOS SISTEMAS HBIOLOGICOS

PARA IDENTIFICAR

MUTAGENOS (11)

DURACION ATROX.

SISTEMA ALTERACION IDENTIFICADA DF UNA FPRUEBA FACTORES LIMITANTES
AR CAMBIOS DE LA HOLECULA 2 a ) DIAS COSTO DEL EQUIPO
VIRUS MUTACIONES GFNICAS 2 a 3 DIAS MINIMOS
INDUCCION DE PROFAGOS
DASTERIAS MUTACIONES GENICAS 3 o Y DIAS MIRIMCS
HONGOS MUTACIONES GERICAS 1 o 3 SEM, MINIMOS
SEGREGACTON CROMOSOMICA
DEFECTUOSA
ENSAY!L VIA HOSPEDERG{LAS CITADAS EN CADA 1 v 5 SEM, KEQUERIMIENTC DL BIOTERIO
BACTERIAS, HONGOS Y |[SISTEMA
CULTIV® DE CELULAS
DE MAMIPERD
PLANTAS MUTACIONES GENICAS, REA 1 a 5 SEM, MINIMCS
RREGINS CROMOSOMICCS,
NUMER1COS Y ESTRUCTURA-
LES
TREZC00S MUTACIONEY GENICAS, REA Ioa T SEM. MINIMCS
RREGI0OS CROMOSOMICOS,
NUMERICOS Y ESTRUCTURA-
LES
Cllvavos oL CELUTAS [MUTAZIONES GENICAS, PEA Joa b skM COSTT DL MATERIAL ¥ DEL CRUT
DC MAMIFERO RREGLOS CROMOSOMICCS, P, USO DE TECHICAS LAROFIN-
NUMERICOS Y ESTRUCTURA~ ShS (MUTACICNES GENICAS), IN
LES TERPRETACION CITOGENLTICA
MAMIFERCS MUTACIONES GENICAS, REA 2 a 7 MLSES COSTO DE LA INVELTIGACION EN
RREGLOS CROMQSOMICOS, ALGUNAS PRUEBAS REDUERIMIEN-
NUMERICOS Y ESTRUCTURA- T DY BIOTERIO
LES
TRANSMISION DE MUTACIO-
KES A LOS DESCENDIENTES
C REARREGLOS 6 SEM. CCNTRCL DE OTRAS VARIABLES,
OMIC ) N2 ION
E SOMATICAS CROMOSCMICOS CPTENTION DE DOMADORES, PRO
NUMERICOS Y fBLEHAS ETICOS
L ESTRUCTURALES
ITUMANCS U CROMOSOMA Y
L GERMINALES EN EXCESO 1 a 2 DIAS L' :
TRANSMISION ECESIDAD DE ESTUDIOS EPIDE ;
A =
DE MUTACIONES MIOLOGICAS )
s A 1OS DESCEN-~

DIENTES




La pruecbas mis sencillas y més econbmicas, son las que utilizan
bacterias, levaduras, hongos, insectos y los cultivos de células de mami-
feros. Estos (iltimos, y en especial los linfocitos humanos, se encuentran
entre los sistemas de prueba para la deteccién de mutigenos, de mayor va-
lor para la evaluacibén de riesgos.

Uno de los problemas que presentan las pruebas in vitro, que limi
tan la extrapolacién de los datos a situaciones in vivo, es que en su ma
voria ne 1levan a cabo las transformaciones metabdlicas de los compuestos
que naturalmente ocurren in vivo. Se sabe en efecto que, existen sustan -
cias que son inactivas in vitro y que tienen un efecto positivo in vivo,
£sto se lebe a que estas sustancias son activadas metabblicamente, convir-
tiendose en otros compuestos que.son los responsables de les efectos obser
vados in vivo. Por el contrario, existen otros compuestos que producen re-
sultados positivos in vitro afin en dosis pequefias ¥ que no presentan acti-

vidad in vive.

Se han propuesto diferentes métodos con la finalidad de incorporar
la actividad metabblica a los cultivos de linfocitos, como son: los cocul-
tivos de células embrionarias irradiadas o con cultivos primarios de célu-
las hepiticas (2). Recientemente se ha propuesto el uso de enzimas de fun-
cidn mixta del reticulo endoplésmico, obtenidas de la fraccibn microsomal
resultante de la centrifugacién de homogenados hepaticos. Este método fué
reprtado en 1971 tanto por Malling (42) como por Slater y col (59) quienes

las utilizaron en asltivos de Salmonella typhimurium y Escherichia coli




Tabla Il Efectos de la Ciclofosfamida en Diferentes Sistemas
Riolbgicos en Presencia y Ausencia de Activacidn

vetabdlica

RESPUESTAS

SISTEMA _ J REFERENCIAS
Aberracione I. C. H. | Mutaciones
Génicas
S. typhimurium + 28
D. melamogzster + 68
V79-E 65
PAT,)CL-3 | 8
i
WI-38 ! 70
¥
CHO 48,67
CHO 7, 61
T i
CHC i a3, su
]
Linfocitcs
Humanos Verl'lr;;bla




Difercntes Sistemas de Activacién Metabblica

Tabla JI! Efecto de la Ciclofosfamida en linfocitos Hmanos con

[ ‘.h.. —
RESPUESTAS
ACTIVACION
METABOLICA Aberraciones 1.C.H. Proliferacibn REFERENCIAS
- e Celular
Cortes (e Higado + 30
Hidroxilacibén no
Enzimitjca * 39
Perfusipn + 40
tr ‘ 1
lng" * 38
! + 70
" + 32
" . 18
" * - ‘l
" + g
[1] + u




respectivamente

Ames y col. en 1973 (4) acoplaron el uso de las enzimas de funcidn
mixta al sistema de Salmonella, nombrando a la fraccibn metabolizante frac
cidn microsomal "S9", por ser recuperada en el sobrenadante que se obtiene
al centrifugar a 9,000 g un homogenado de células de higado de rata, in-

ducidas con Aroclor 1254.

lLa fraccid microsomal ha sido ampliamente utilizada en los estudios
realizados en células en cultive (Tabla I1), En 1976 Bimboes y Greim (10)
reportaron el uso de la mezcla "SY" en el cultivo de linfocitos, ’en los que
se observd que ejecia efectos citotdxicos. Por ello se han planteado diver-
sas estrategias tendientes a disminuir la citotoxicidad de la mézcla syt
como son: la preincubacidn del compuesto con la mezcla "S9" (54) y el uso
de bolsas de didlisis para contener la mezcla "SS" y el compuesto (38). Po-
cos grupos han utilizado éste sistema y algunos consideran que es poco pric

tico (31) y que la concentracién es critica para cada compuesto (36).
EL LINFOCITO HUMANO EN [0S ESTUDIOS DE MUTAGENESIS

El cultivo de linfocitos humanos como sistemas de prucba para evaluar
1a actividad mutagénica de sustancias quimicas ha sido ampliamente utiliza-
do (33,51,60), se ha mostrado aque es un sistema adecuado para detectar
aberraciones cromosdmicas e intercambio de cromitidas hermanas (I.C.H.)

22,50,57). Los estudios realizados en los Gltimos afos por Albertini y col.



(3), indican que pronto podrd ser utilizado en la evaluacién de mutacio-
nes génicas, Ademas cn el cultivo de linfocitos pueden también determirse
los efectos de las sustancias sobre la proliferacién celular (15, 41).
{_"-'
La gran aplicabilidad del cultivo de linfocitos como sistema de

prueba en la deteccibn de mitfgenos se debe a:

1) La facilidad con la que se pueden obtener un gran nimero de cé
lulas humanas, ya que cada mililitro de sangre contiene de 1 a 3 x 106

lintocitos .

2) La sencillez de la técnica de cultivo, fijacién y obtencién

de mitosis para andlisis,

3) El hecho de que el cultivo de linfocitos constituva un cultivo
primario de células humanas, con caracteristicas similares a las de las
células normales del organismo. A diferencia de lo que ocurre con los
cultivos de lineas celulares permancntes que adoptan comportamientos de

células transformadas.

4) La mayor parte de 1a poblacibén de linfocitos en la sangre se en
cuentra sincronizada en G, y en cultivo entran en divisibén ante el estim

1o de agentes mitogénicos.

5) La frecuencia basal de aberraciones e intercambio de cromitidas



hermanas en los cultivos de linfocitos es relativamente baja.

6) Que ofrece la posibilidad de realizar estudios, en condiciones
controladas , en los que se valora el efecto de las sustancias en funcién

de la dosis y del tiempo de exposicibn.

7} Puede utilizarse para determinar aspectos cualitativos Yy cuan-

titativos de la interaccidn del mutfgeno con la célula.

El cultivo de linfocitos para la deteccibén de mutigenos presenta

también algunas desventajas como son!

1) Una vez en cultivo, la poblacién de linfocitos pierde su sincro
nizacién y las diferentes subpoblaciones de células pueden presentar una

respuesta variable a los mutigenos,

2) Las células pueden ser dajadas y no dividirse, por lo que no po

dran ser detectadas las anomalias genéticas.

3) A pesar de ser células humanas las condiciones en cultivo no re
producen fielmente las condiciones in vivo . Por ejemplo: el linfocito esti
mulado tiene una mayor capacidad de reparacién (58) y la exposicién a la
sustancia in vitro es casi directa, mientras que in vivo los procesos far
macocinéticos como la absorcidn, distribucibn, metabolismo v eliminacién,

influyen en la biodisponibilidad de la sustancia (9).



METABOLISD

Las sustancias que entran al orgarismo pueden ser eliminadas sin
sufrir cambios o pueden sufrir transformaciones metabdlicas denominadas
biotransformaciones, que las convierten en compuestos que difieren de la

sustancia original .

Las biotransformaciones de estos compuestos generalmente las rea-
lizan enzimas localizadas en el reticulo endopléismico hepatico, que como
ya se¢ dijo por efecto de homogeneizar el tejido es roto en particulas lla-
madas microsomas . Estas biotransformaciones pueden realizarse en otros dr
ganos como son el pulmdn, la piel y el rifién. Asimismo, se han encontrado
algunas enzimas con actividad metabolicante en el plasma sanguineo y en la

flora bacteriana del tracto gastrointestinal.

Las reacciones mas comunes para la biotransformacién de una sus-
tancia son: oxidacién, reduccién, hidrdélisis v conjugacibén (Tabla 1V). Co-
mumente una sustancia es objeto de varias reacciones secuenciales que in-
volucran diversas transformaciones que terminan generalmente con una conju

s 2
gacibn .

El cuerpo tiende a convertir los compucstos en metabolitos polares
o hidrosolubles, los cuales poseen mis grupos hidrofilicos funcionales y

pierden asi su capacidad para penetrar en la membrana celular.



Tabla IV.- REACCIONES QUIMICAS QUE SUFREN LAS SUSTANCIAS EN EL
ORCANISMO (23)

I.-OXIDACION

a) Oxidacidén de la cadena lateral
b) Hidroxilacién aromitica

c) N-desalquilacibn

d) 0-desalquilacidn

e) S-desmetilacibn

f) Desaminacién oxidativa

g) Formacibén de sulféxidos

h) Desulfuracibn

i) N-oxidacién

j) N-hidroxilacién

L1.~-REDULCLUN

a) Azo-reduccidn
b) Nitro-reduccién )
¢) Carbonil-reduccion

I1I.- HIDROLISIS

a) De-esterificacibn
b) De- aminacibn

IV .- CONJUGACION

a) Formacibén de glucorér.idos
b) Metilacibn
¢) Acilacién

1.-acetato

2.-4cido amicno
d) Acido mercaptirico
e) Conjugacién de sulfatos
f) Formacién dehidrodicl



> dificulta su reabsorcidén tubular y facilita su elimina-

De esta manera, s

cidn a través del| rifion.

Las cnzimas microsomales son capaces de metabolizar una gran can-
tidad de compuestos como son: hidrocarburos, insecticidas, ingredientes de
jabones, desodordntes, tinturas aminoazo, aminas aromiticas, epdxidos, car
bonatos, ciertas |:tcxinas de hongos, antibibticos, esteroides sintéticos
etc. Las enzimas |microsomales pueden transformar un compuesto inerte en
un intermediario|rsactivo o pueden detoxificar un compuesto reactivo.

Las sustpncias que son convertidas en metabolitos quimicamente
activos pueden rgsccionar con los componentes celulares incluyendo peque-
fias moléculas de iipidos,proteinas, ADN v ARN v causar diversos efectos
téxicos como son: necrosis celular, reacciones hipersencitivas,fetotoxici-

dad, discracia ceiular, cancer y nutagénesis (25).



METABOLISMO IN VITRO

La incorporacién de enzimas matabdlicas contenidas en la fraccidn
""S9", a las prucbas in vitro, ha sido estudiada por diversos autores, quie
nes han sefialado los factores que influyen en su actividad como son:

a) Inductores enzimdticos

b) Origen de la fraccidn "S9"

¢) Cantidad de "'S9"

d) Pre-incubacibn

e) Cofactores

2) Inductores Enzimaticos- La induccibn de la actividad de las .enzi
mas microsomiles es producida diferencialmente por hidrocarburos policicli
cos,el fenobarbital y los bifenilos policlorinados. Se ha demostrado que
los bifenilos policlorinados refine propiedades inductoras del tipo tanto
fenobzrbital, como de hidrocarburos policiorinados . Dentro de los bifeni-
los policlorinados, el Aroclor 1254 es el que produce mayor estimulacién

enzimidtica en los animales tratados (4, 20).

En células dec ovario de hamster se evalud el efecto del 2-acetil-
aminofluorcno en presencia de tres tipos de homogenados hepaticos y se en-
contrd una doble produccidn de I.C.iH. en las células tratadas con homoge-
nado provenicnte de ratas tratadas con Aroclor 1254 mientras que las célu-
las tratadas con los homogenados proveniente de ratas no tratadas y de ra-
tas tratadas con fenobarbital mostraron poco incremento en la produccién

de 1.C.H. comparadas con las células sin tratamiento con homogenado,se



demostrd asi la eficiencia de los bifenilos policlorinados como inducto-

res enzimiticos . (63).

b) Origén de la Fraccidn ""S9"- La biotransformacién de una sustan-
cia se puede llevar a cabo en la mayoria de los drganos, pero principalmen

te en el higado, el pulmbn y el rifién, es el higado el sitio mis activo

37).

Stich v laisher (62) reportan que la capacidad de metabolizar afla
toxinas y esterigmatocistina in vitro por la fraccibn 'S9" proveniente de
higado, rifién ¥ pulmdn de hamster, ratén, conejo, pato v trucha, es mayor
en el higado de todos los animales que en los otros rganos y es la de hi-

gado de pato la e mayor actividad.

Weekes v Brusick (69) también encontraron diferencias cuantitativas
en la capacidad zectabolizadora de drganos y especies de ratones con los que
trabajaron, inclusive reportan diferencias en la fraccién "S9' proveniente
de machos y hempras. Por otro lado Thust y Kneist (65), utilizando una
fraccibén "'S9" proveniente de higado de humano 9 de rata, asi como de rifibn
de rata para activar citrinina, encontraron que: la fraccibn "$9" de higado
de rata v de humzno activaron de 1a misma manera la citrinina, mientras que
el "'S9" proveniente de rifén de rata fué tdxico para las células v tuvo una
baja activacidn de la citrinina. la combinacidn del "S9'" de rifibn de rata,
con el "S9" de nigado de rata, mostrd resultados scmeiantes a los obtenidos
con el "S9" de kigado. Por lo que los autores concluven gue los metabolitos

producidos por "33 de higado y el "S9" de riAdn son cualitativa v posible
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mente cuantitativamente diferentes.

c) Cantidad de "'S9'"- Ames y col. (4) han reportado que la cantidad
de "59" que debe utilizarse depende de la especic de animal del que haya
sido preparado, del pretratamiento usado para la induccibén enzimitica y de

la concentracibén de cofactores en la mezcla "S9" .

La cantidad de "S9'" también depende de la sustancia que requiera
activacién. Wolff y Takehisa (73), reportan que tanto la aflatoxina B1 co
mo el benzo-a-pireno, requieren de tan sblo un 2% de la fraccién microsomal
para ser activadas y producir un incremento de I.C.H. El uso de un 100%
de la fraccibén no altera los resultados, en cambio el acetoxiacetilamino-
fluoreno es inactivado por la fraccibén microsomal vy a mayor concentracibn
de #sta, mavor es la inactivacibn. White y Hesketh (71) trabajando con ci-
clofosfamida sefialan que la utilizacidn de la "S9" diluida en medio 1:1 es
muy tbxica, mientras que la dilucién 1:3 produce un incremento de 1.C.H.;
Csukas vy col. (18) reportan, sin embargo, que conforme se diluyve la mezcla
"S9", se produce un decremento gradual en la induccidn de I.C.H. por ciclo
fosfamida » vinil carbamato mientras que el uretano provoca un incremento
gradual. Wojciechowscki y col. (72) sefalan que la dilusibn de la mezcla
"S9'" (1/200) reduce su toxicidad sin alterar el indice mitdtico ni su capa
cidad metabolizante, mientras que la 2ilucidén de la me:cla "'S9" (1/20) re-
duce el indice mitbtico a la mitad en los testigos y sin embargo en los
cultivos tratados con 3-metilcolantreno y 7-12 dimetilbenzo(a)antraceno y

la fraccibn nicrosemal diluida (1/207 observan un incremento en el indice
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mitdtico el cual no pueden explicar,

d) Preincubacidn- Los estudios en sistemas bacterianos han mostra-
do que la preincubacién de las sustancias con el "S9" en muchos casos in-
crementa su mutagenicidad . En cultivos de linfocitos, White y Hesketh (71)
reportan que no hay diferencia en sus resultados cuande preincuban la mez-
cla, o al adicionarla directamente a los cultivos. Ademds sefialan que la

preincubacidn es mis complicada, menos consistente e igualmente citotdxica.

¢, colactores- La mezcla "S9" esti constituida por la fraccibn ''S9"
NADP, MgCl v G-6-P. Los trabajos de Bimboes y Greim (10), Madle y Obe (38)
v Czukas v col. (18), muestran que los preparados hepdticos sin cofactores

son activadores débiles.



USG DE TESTIGOS

Como todas las pruebas toxicoldgicas, el sistema de prueba de lin-
focitos requiere del uso de diferentes tipos de testigos:

a) Testigo negativo

b) Testigo del vehiculo o solvente

c) Testige histbrico negativo

d) Testigo positivo,

a) Testigc Negativo- Consiste en cultivos a los que no se adiciona

ningn agente, ni vehiculo. Los resultados que se obtienen definen la fre-
cuencia basal,ya sea de aberraciones cromosémicas, de 1.C.H. o de prolife-
racién celular v representa un valor del cual partir para interpretar los
datos que se obtienen con una sustancia a prueba. Se considera que su in-
clusidén no es indispensable en cada una de las pruebas que se lleven a ca-
bo, a condicién e que se incluya el testigo con solvente. En pruebas en

las que no se usa solvente si se requiere testigo negativo.

b) Testigs del vehiculo o solvente- Se trata de cultivos a los que

se expone al vehiculo o solvente que se utiliza en la preparacion ¥ adminis
tracidn de la suzzancia de prueba. Este testigo provee los datos basales
con los cuales se van a comparar los datos obtenidos con la sustancia a
prucba. Cualquier efecto del solvente & vehiculo se supone serd corregido

utilizando este tipo de testigo.
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c) Testigo Histdrico Negativo- Lo constituyen testigos previos

utilizados en estudios similares. El testigo histbrico es valioso para
poner los datos dentro de una perspectiva, especialmente cuando el tamaiio
de 1a muestra para el testigo es relativamente pequefio. Este testigo permi
te compensar en el anilisis de los datos, variaciones en los niveles basa-

les debidos a cambios ambientales o movimientos ciclicos temporales.

El testigo histdrico tiene un valor especial cuando se estandariza
una prueba vy nos informa de la variabilidad expontinea de I.C.H. y de abe-
rraciones cromosémicas en las diferentes poblaciones de linfocitos con las

que se trabaja bajo las condiciones de cada laboratorio.

d) Testigo Positivo- Consiste en la utilizacién de una sustancia

que por experiencias previas se sabe produce un efecto genotdxico. No es
considerado esencial en las pruebas de toxicidad en las que un testigo de
solvente o vehiculo ha sido incluido, sin embargo, este tipo de testigo es

importante v pernmite:

1.- Verificar que el sistema de prueba funciona adecuadamente y res
ponde a los agentes que previamente han mostrado efecto.

2.- Evaluar la capacidad del investigador para identificar v cuan-
tificar los parametros incluidos en la evaluacibn.

53.- Determinar la reproducibilidad del sistema en un periddo exten

dido del tiempo. Las variaciones temporales y significativas en la respues
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ta a una concentracidn dada de un testigo conocido, pueden significar pro-
blemas con el sistema de prueba o Tespuestas ciclicas.

4.- Comparar la potencia de la sustancia en estudio a la del muté-

geno conocido,

El testigo positivo se vuelve un requerimiento cuando se utilizan
sistemas de activacién metabdlica como es la fraccibn "S9". El funcionamien
to apropiado de estos sistemas de activacibén puede ser medido mediante el

uso de un testigo positivo.

De hecho cuando se evallan sustancias con ¥ sin activacién "'S9"
es necesario incluir solamente el testigo positive de activacidn para satis
facer todas las funciones de los testigos positivos, la informacién del

testigo positivo de no activacibn es superflua (11).

La seleccidn de la concentracidn del testigo positivo es importante.
La mejor concentracidn es aquella suficientemente alta para indicar una res
puesta significativa consistente, pero suficientemente baja como para que
las condiciones de prucba subdptimas puedan ser detectadas por la pérdida

o reduccidon de la actividad.

La seleccién del compuesto a utilizar como testigo positivo es tam
bién importante. la similitud en la estructura de la sustancia a estudiar

es ventajosa, aungue no siempre es posible.
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CICLOFOSFAMIDA

Natos Histdricos

La ciclofosfamida se sintetizé cuando se intentaba modificar la
estructura de la mecloretamina, con objeto de lograr una mayor selectivi-
dad para los tejidos neopldsicos. Diversos grupos europeos (5) demostra-

ron su efectividad en ciertos neoplasmas malignos.

Caracteristicas Fisicoquimicas
Es un polvo amarillo de peso molecular 261.10; soluble en agua,
ligeramente soluble en alcohol, benceno, etilglicol y tetracloruro de car-

bono, es poco soluble en eter v acetona.

La ciclofosfamida es una mostaza nitrogenada y como tal es un agen
te alquilante capaz de formar uniones covalentes con sustancias nucleofili
cas como son los grupos fosfato, amino, sulfhidrilo, hidroxilo, carboxilo
e imidazol. Es capaz de alquilar al ADN, donde es particularmente sensible
el nitrogeno 7 de la guanina. También son sencibles, aunque en menor grado,
los nitrégenos 1 vy 3 de la adenina, el nitrégeno 3 de la citocina, el oxi-

geno 6 de la guanina, los dtomos fosfato del ADN, asi como las proteinas

asociadas al mismo (12).
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Farmacocinética
lLa ciclofosfamida es metabolizada en el higado por el sistemas

de oxidasas de funcién mixta del reticulo endoplésmico (12). Se han iden-
tificado varios metabolitos (31) y en la actualidad se considera que prime
ro es hidroxilada por el citocromo Psso convirtiéndose en 4-hidroxiciclo-
fosfamida, la cual estd en equilibrio con su tautdmero en anillo abierto
la aldofosfamida . Estos compuestos pueden ser oxidados por la aldehoxida-
sa hepatica dando origen a los metabolitos carboxifosfamida y 4-ketociclo-
fosfamida de los cuales ninguno de los dos parecen tener actividad biolbgi
ca. Por reacciones no enzimaticas pueden formarse los derivados citotdxi-

cos; Mostaza fosforamida y Acroleina (Fig. 1).

Usos Terapéuticos
Se han observados buenos resultados en la enfermedad de Hodgkin,

linfomas, leucemias, hemoblastosis, neurcblastomas, glomerulonefritis, re-
ticulosarcoma, tumores ginecoldgicos, carcinomas de (tero, ovario y bronco
génicos. La ciclofosfamida presentd también propiedades inmunosupresivas
por lc que se utiliza, en el control del rechazo inmunoldgico en transplan
tes v en desdrdenes asociados con una reactividad inmune alterada como son
la artritis reumatoide, el sindrome nefrbtico en nifios, la granulomatosis

de Wegener v los padecimientos alérgicos oculares.

Rutas de Administracidn v Dosificacidn

la ciclofosfamida puede ser administrada por via oral, intravenosa
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intrapleural e intraperitoneal. Una dosis diaria de 2 a 3 mg/Kg ha sido re-
comendada para pacientes con neoplasias como linfomas y leucemias. Las ad- -
ministraciones Qinicas de 30 mg/Kg también han mostrado ser (tiles en trata

mientos de linfomas.

Efectos Adversos

Los efectos inmediatos mis comunes, son nauseas, vértigos de corta
duraci6n, hematuria y trombocitopenia.
a) Mutagénesis .

En la mayoria de los sistemas bioldgicos que sc utilizan para iden
tificar mutigenos ha sido evaluada la ciclofosfamida (Tabla II) v en todos

cllos ya sea in vivo o in vitro con activacidén metabblica, la ciclofosfami

da ha mostrado su efecto mutagénico.

Se han 1llevado a cabo diversos estudios en linfocitos humanos eva-
luando diferentes parimetros experimentales (Tabla I11):
1.- Aberraciones Cromosbémicas- En 1962 Arrighi v col. (6) reportan una alta
incidencia de dafio cromosfmico en pacientes tratados con ciclofosfamida. A
partir de entonces han sido estudiados diversos grupos de pacientes trata-
dos con ciclofosfamida (Tabla VII). Las investigaciones de Schmid y Bau-
chinger (56) mostraron que existe una relaciom dosis-respuesta y que la ci
clofosfamida produce un incremento de 6 a 8 veces ¢l porciento de aberracio
nes cromosbmicas encontradas en individuos testigo. Dobos y col.(19) en un
grupo de nifios tratados de 4 a 6 semanas con ciclofosfamida, reportaron un

incremento del 15% al 18% de aberraciones cromosdmicas.



Tabla VII .- Efecto Mutagénico en Individuos en Terapia

con Ciclofosfamida

RESPUESTA
PADECIMIENTO Aberracio-] REFERENCIA
nes I1.C.H,
Tumores Malignos + 6
Tumores
Ginecolbgicos + 56
Sindrome
PO + 19
Nefrotico
Tumores . 26
Malignos
Carc.inoma de + 16
Ovario y Utero
Hemoblastosis + 53
Glomenuilonefritis + + 7
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La induccién de aberraciones por la ciclofosfamida adicionada a
cultivos de linfocitos ha sido poco evaluada. Hampel y col. en 1966 (29)
y Morad y Zawahri en 1977 (46) mostraron que la ciclofosfamida per se no
produce aberraciones, sin embargo Hampel y col (30) muestran que el plas-
ma sanguineo de ratas tratadas con ciclofosfamida, y los metabolitos produ
cidos al tratar la ciclofosfamida con cortes de higado, si son capaces de
inducir aberraciones en cultivos de linfocitos humanos. »

Madle y Obe (38,39,40) han evaluado el efecto mutagénico de la ci-
clofosfamida acoplando a los cultivos de linfocitos diferentes sistemas de
activacién metab6lica, incluyendo entre estos la fraccidn ""S9" y demostra-
ron la capacidad de la ciclofosfamida para inducir rearreglos cromatidicos.

Richardson en 1982 (54 reporta el uso de la ciclofosfamida come
testigo positivo en presencia de activacibén metabblica, sbélo menciona que
causd un efecto clastogénico produciendo diversos tipos de aberraciones co
mo brechas, rompimientos, fragmentos y translocaciones, sin presentar datos
acerca de dicha actividad.
<.- .ntercambio de Cromitidas Hermanas- Fn 1978 Raposa (53) evalub el efec
to de la adicidn de la ciclofosfamida a los linfocitos humanos sin activa-
cibn metabdlica y no encontrd un incremento significativo de 1.C.H., mien-
tras que en pacientes en tratamiento con ciclofosfamida enconttd que la
freuencia de I.C.H. se eleba hasta 2.5 veces el valor de los testigos.
Musilova y col. (47) realizaron un trabajo semejante en pacientes con glo-

merulonefritis v observaron el mismo efecto. White v Hesketh en 1980 (71) u
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tilizando la técnica de incorporacidn de activacién metabblica a los lin-
focitos humanos de Bimboes y Greim (10) para evaluar el efecto producido
por la ciclofosfamida, encontraron que una vez activada puede producir un
incremento significativo de I.C.H. hasta de 7 veces el valor basal; incre-
mento que no se encontrd sin la activacién metabblica de la droga.
Diversos investigadores han reportado resultados semejantes (1,18,
32,41 y 64 ) ya sea evaluando el efecto mutagénico de la ciclofosfamida o
empleandola como testigo positivo y sefialan un efecto notorio en la pro-

duccibn de I.C.H.

3.- Proliferacién Celular - Este parfmetro sblo ha sido evaluado por Madle
(41) que reportd que al aumentar la concentracibén de ciclofosfamida la pro
literacibn celular decae; o sea se incrementa el nimero de metafases en

primera divisién y disminuye el nfmero de metafases en segunda divisidn.

b) Teratogénesis

Durante la gestacidn se ha reportado que tanto en rata (28) como en
ratones es teratogénica (24), afecta principalmente el esqueleto aunque tam
bién se ha sefialado que es capaz de dafiar el cerebro, produciendo desde
alteraciones en las membranas nucleares de las células cerebrales, hasta
excencefalia e hidrocefalia (35). Otros efectos que se han asociado con la
exposicidén de ratas a la ciclofosfamida son: meningocele, branquignatia,
desviacién en las proporciones fetales (28) y alteraciones en la conducta
(21). Greenberg v Tanaka (27) reportan el caso de una mujer con !2 enfer-

medadde Hodgkin a quien se le administrd la droga durante el periodo de ia



20-

da a 1lva semana de embarazo, al nacer su hijo presentd multiples anorma-

lidades; entre ellas ectrodactilia de los pies.

¢) Carcinogénesis

Su cmpleo terapefitico ha demostrado que provoca la aparicidn de

diversos tipos de cincer, la mayoria de ellos leucemias, linfomas y carci-

nomas de pecho, ovario y Gtero. (52).

El objetivo principal de éste trabajo es estandarizar el uso de la
fraccidn microsomal ''S9", obtenida del homogenado de higado de rata, en
el cultivo de linfocitos humanos que se utiliza como un sistema de prueba

para la deteccidn de sustancias genotdxicas.
Los Ohietivos Especificos son:

1) Encontrar una sustancia que pueda ser utilizada como control
positivo, en el estudio de sustancias que requieren activacién
metabdlica. |

2) Estudiar la reproducibilidad del sistema en:

a) funcibn del tiempo
b) cultivos de linfocitos de diferentes individuos
3) Establecer un control histdrico que permita detectar variacio-

nes en el sistema debido a los agentes externos,
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Eleccibn de un Testigo Positivo que Requiere Activacibn Metabb-
lica- Después de revisar los trabajos sobre sustancias que muestran acti-
vidad mutagénica al ser metabolizadas con la fraccién microsomal "S9' en el
sistema de linfocitos humanos in vitro,nos encontramos con que sélo 11 sus
tancias han sido evaluadas (Tabla V). Entre ellas la ciclofosfamida que ha
sido valorada por varios autores (1,64) con respecto a su actividad induc-
tora 3e 1.C.H.. Sin embargo, con respecto a aberraciones cromosémicas tan
solo encontramos estudios del grupo de Madle y Obe (38,39,40) en el que de
terminan su capacidad de inducir rearreglos cromatidicos; Madle (41) tam-
bién ha sido el (nico que ha evaluado el efecto de la ciclofosfamida en la

prolifezracidn celular .

Se eligib por lo tanto a la ciclofosfamida para estandarizar el uso
de ta fraccibn"S9" en el cultivo de linfocitos humanos. Los valores acerca
de la proliferacidn cclular, aberraciones cromosdmicas e intercambio de
cromitidas hermanas resultantes de &ste estudio nos permitiran comparar

nucstros datos con los obtenidos por otros autores.



Tabla V

.= Sustancias Que Han Sido Evaluadus en Linfocitos Humanos
en Presencia de Activacién Metabblica ''so*,

SUSTANCIA RESPUESTA REFERENCIAS
Aberraciones 1.C.H.

Dimetilnitrosamina + 10
Aflatoxina B + 67
N-metil-N-nitrosourea +
Carbamato de Etilo + 18
Carbamato de Vinilo +
4-Clorometil bifenilo + 54
Mitomicina C +
Anilina — 64
P-Aminofenol +
Norharman +
Ciclofosfamida N . Ver tabla No. VI

bt anon iy AR W

- ————



Tabla V1 .- Estudios Sobre la Induccibn de Intercambios de Cromitidas
Hermanas por Ciclofosfamida en Cultivos de Linfocitos thomanos
con Activacibn Metabblica.
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MATERTALES Y METODOS
SISTEMA DE TRANSFORMACION METABOLICA

El homogenado hepAtico que contiene las enzimas microsomales, o
fraccibn "'S9"" (sobrenadante de la centrifugacién a 9,000 x g), fué prepa-
rado siguiendo el método de Ames y col. (4). La preparacién de la mezcla

"S9" se modificd posteriormente, de acuerdo a White y Hesketh (71), para

su empleo en cultivos de linfocitos.

Obtencidn de la mezcla "'59"

Se trataron ratas machos de la cepa Sprague-Dawley, con un peso
aproximado de 200 gr, por via intraperitoneal, con 500 mg/Kg de Aroclor
1254 diluido en aceite de maiz a una concentracién de 200 mg/ml. Los anima
les fueron mantenidos tomando agua y alimento ad libitum hasta 12 hrs an-
tes de sacrificarlos. El quinto dia después de la inyeccidn, las ratas se
sacrifican por decapitacién después de aturdirlas con un golpe en la cabe-
za. Se les extrajeron los higados asepticamente y se colocaron en vasos pre
viamente pesados que contenian 15 ml de solucibn fria de KC1 0.15 M, de aqui
en adelante el proceso se realizd a 1°C para conservar la actividad
enzimitica, los higados se pesaron y colocaron en recipientes con aproxima
damente 3 ml de KCl por gramo de higado. Se cortaron en pedazos pequefios

con ayuda de tijeras y se homogenizaron con un aparato Potter-Elvehjem. El
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homogenado se ceq;rifugé a 9,000 x g durante 10 min y el sobrenadante
(fraccibn "S9'") se distribuybd en viales con tapdn de rosca a razén de 1 ml,

congelandose ripidamente sobre hiclo seco, para conscrvarse a -80°C.

Preparacion de la Mezcla ''S9"

La mezcla "S9'" debe prepararse antes de cada experimento de la
siguiente manera: lLa G-6-P v el NADP se disuelven en el amortiguador fos-
fatos, MgCl y agua destilada. La solucidn resultante se filtra utilizando
la unidad swinex Millipore Corn. Bedfor Mass. )} equipada con una membrana

de 0,2 micras de poro y por (ltimo se agraga la fraccidn "S9" esterilmente.

Contenido de la mezcla ''S9"

Fraccidn "'s9" 1.0 ml Agua destilada 3.35 ml
Solucibn de MgCl, 0.4 M 0.02 ml G-6-P . 0.0013 g
Amortiguador de fosfatos 5.0 ml NADP ' 0.0030 g

Cultivo de Celulas

El cultivo de linfocitos se hizo de acuerdo a la técnica de Moor-
head y col. (45) modificada de la siguiente manera: Sc sembrd sangre hepa-
rinizada (0.4 ml } de 5 donadores sanos (Tabla VIII) en S5 ml de medio de
cultivo McKoy 3A modificado (Microlab)., A cada cultivo se le adiciond 50 U.
I. de penicilina v 50 ug de estreptomicina (Gibco), 0.2 ml de fitohemaglu-

tinina (Gibco o Microiabl v 30 ug de 5-bromodeoxiuridina (Sigma). No se



Tabla VIII Caracteristicas Individuales v Techas Experimentales

.r FECHAS EXPERIMENTALES
i Indivi- | Sexo Edad
duo (afios) .
Experimento I Experimento I1
1 Masc. 45 20/X/81  * - e
2 Masc. 26 18/V/82  * | memermeeeens
!
3 Fem, 32 28/VI/82 * 1 10/1X/82 **
!
P Fem. 33 28/v1/82  * 13/1X/82 **
. i
5 Fem. 24 28/V1/82 ¢ 16/1%/82 **

---- = No se realizb

* = Fraccibn microsomal diferente a **



2-

agregd suero al medio de cultive. Se incubaron a 37°C en la obscuridad

durante 72 hrs. Dos horas antes de la cosecha se adiciond 2 ug de colce-

mid (Cibco).

Exposicién a Ciclofosfamida

Después de 22 horas de incubados los cultivos, se expusieron las
células durante 2 hrs a 4 ug/ml de ciclofosfamida diluida en medio de cul-
tivo en presencia de 0.5 ml de la mezcla "'S9". Después el medio que contie
ne al mutigeno se removio por centrifugacién y las células se lavaron 2 ve
ces con medio fresco para resuspenderse nuevamente en 5 ml de medio que
contenia 15 ug de bromodeoxiuridina y 0.1 ml de fitohemaglutinina. Se incu

ban a 37°C hasta completar 72 hrs.
Cosecha

Los cultivos se centrifugaron durante 8 min a 1000 rpm,eliminandose
el sobrenadante v dejando un volumeﬁ de éste igual al del paquete o botbn;
sc agitd suavemente y se agregd 5 ml de KC1 (0.075M) resuspendiendose con
avuda de un agitador vortex. Tras 20 min de incubacién a 37°C, se centrifu
gd 8 min a 1,000 rpm y se descartd el sobrenadante dejanio un volumen igual
al del botdn para resuspender las células antes de agregar 5 ml de fijador
formado por 4cido acético - metanol 1:3 . Después de resuspender nuevamen-
te en el fijador se dcjaron reposar las células durante 20 min. Se repitib
esta operacibn hasta observar que cl botén se encontrara limpio, lo que

generalmente ocurrid en el tercer cambio. La fijacién se mantuvo durante
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24 hrs a 4°C. Al dia siguiente se hicieron las preparaciones despues de:
centrifugar 8 min a 1,000 rpm, eliminar el sobrenadante, adicionar 0.4 ml
defijador gotear en un portaobjetos la suspencién celular. Una vez hechas

las 1laminillas se pasaron por la flama.

Proceso de Tincién

A las 24 hrs de elaberadas las laminillas se procedib a teflir usan
do la técnica de fluorescencia + gicmsa derivada de la descrita por rerry
y Wolff (49). Esta consiste en introducir las laminillas en una caja de Ko
plin que contiene 30 ml de agua destilada y 0.3ml de tintura de Hoecr:st
33258 durante 30 min, después sec lavan con agua corriente y se secar. al
aire, se cubren ccn amortiguador de fesfato ! 0.8 y cubreobjetos; se ex-
ponen a luz negra 65 a 75 min y finalmente se tifien con una solucion al2%

de Giemsa-Amortiguador fosfatos durante 1 a 8 min eliminando el exceso de

colorante con agua corriente.

Andlisis de Metafases

La cinética de la proliferacién celular sc¢ cuantificé en las 100
primeras células, determinando el nimero de metafases en primera,segunda v
tercera o sucesiva division (Fig. 2). El1 nlmero de aberraciones se deter-
mind a su vez, en 100 mctafases provenientes de células en primera divisidn,
con cromosomas bien esparcidos, y 1a media de intercambio de cromitidas

hermanas se evalub en 25 metafases de células en segunda divisibn.



A.~CELULA EN PRIMERA

B,-CELULA ¥N SEGUNDA

C.~CELULA WN TERCERA O

MAS DIVISIONES
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AnAlisis Estadistico

Para determinar el efecto de la ciclofosfamida fueron apliéadas
la pruecba de XZ para ¢l indice de proliferacidn celular; la prueba de t-
Student para aberraciones cromosémicas e 1.C.H. y una prueba de homogenei-
dad de varianzas de Bartlett (44) para determinar la variabilidad de los
resultados de los individuos 3, 4 y 5> para el experimento I y II y varia-

bilidad para cada individuo.



27-

RESULTADOS

En el presente estudio se llevaron a cabo diversos experimentos
preliminares con objeto de estandarizar el uso de la fracc@én microsomal.
Cuando una sustancia es estable y no es téxica, la determinacibn de su ac-
tividad mutagénica puede hacerse adicionando la sustancia al inicio del cul
tivo v dejindose en €1 hasta la fijacibén de las células, sin embargo iu
fraccién microsomal mostrd ser por s1 misma téxica para las células por
lo que se requiere de pulsos de tratamiento. Debido a ésto fué necesario
determinar a que tiempo aplicar el tratamiento y puesto que Zhurkov y Yoco
venko {1) que muestran que la mayor sensibilidad de los linfocitos a la
accién clastogénica de varios agentes quimicos se presenta a las 22 hrs de
iniciado el cultivo, se utilizd este tiempo para iniciar los pulsos de tra
tamitnto de ciclofosfamida con la fraccibn ''S9". Los pulsos de tratamiento

de mis de dos horas resultaron scy toxicos mientras que con los pulsos de

dos horas se obtienc una buena proliferacibn celular.

Una ver estandarizadas las variables técnicas, se procedid a eva -
luar la proliferacibén celular, el dafio cromosémico y el promedio de inter-
cambic de cromitidas hermanas en los diferentes individuos. En la tabla IX
=0 presentan los datos de la cinética de proliferacién celular la cual eva
1da el porcentaje de células en primera, segunda y sucesivas divisiones.
En el grupo I se incluyen todos los experimentos en los gue se empled el
mismo lote de homogenado hepitico realizandose los dos primeros en diferen
te fecha de los tres (iltimos; el grupo I1 presenta la repeticidn experimen

tal con muestras de sangre de tres de los cinco individuos empleados para

i



Tabla IX Cinética de la Proliferacidn Celular de Linfocitos Humanos

Expuestos o Ciclofoustfamida en Presencia de

Enzinas Metabdlicas {S9)

4 de Células en la,

2a o Ja Divisidn

Grupo Grupo + . E
C XD Exp, i1 o
Indlviduo | Tratadento lera 2das | Jras Tera | 2das | 3ras | leras 2das dras
Testigo 24 38 8 - - - - - -
1
cF 27 27 46 - - - . - -
Testigo * | 21 18 62 - - - - - -
2
CcF 32 18 50 - - - - - -
Testigo 21 20 49 29 26 a5 25 1 oa wl o a1t o2
3
cF 10 3 14 22 0 4y g ni aat
Testigo 0 22 48 20 22 58 s g 2% 0 s3t g
4 ' : :
CcF 23 24 53 13 14 52 23 1o 19.56 - 4.5 | 52.5 - 0.5
+ +
Testigo 23 2% 52 15 34 3 29 e 29.5% 45 | 4a1.52 10.5
s _
+ + +
cF 23 % 51 22 16 b2 2.5 % 0. ats 56.5 1 5.5
~ = No realizd
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el grupo I, en los que se utilizé un lote diferente de homogenado hepético
(ver materiales y métodos).

Con la dosis de ciciofosfamida que se‘utilizé no se observd nin-
gun efecto significativo segln la prueba de x? que dio un valor de p 0.001

sobre 1a cinética de proliferacién celular. (Fig. 3)

En los individuos a los que se les tomb muestra de sangre en dos
ocasiones diferentes, la cinética de proliferacién celular fué similar;
ciertos puntcs se desvian de la tendencia, sin embargo la prueba de Bartlett

confirmd 1a homogeneidad de los resultados.

En 13z tabla X se presenta el porcentaje de células con aberraciones
cromosbmicas. Las caracteristicas experimentales son las mismas de la Ta -
bla IX.La dosis de ciclofosfamida utilizada mostré ser clastogénica, obser
vhdose una diferencia estadisticamente significativa entre los datos obte-
tidos en los cultivos testigos y los obtenidos en los cultivos en los que
se les admiristrd el fArmaco (prueba de t-Student ). La frecuencia de abe-
rraciones observada en los testigos fué de 3% a 8% mientras que en las
muestras tratadas el rango fué del 9% al 24% (Fig. 4). La respuesta de cada

individuo a Ics efectos clastogénicos de la ciclofosfamida mestrd cierta
variabilidad incrementéndose el dafio producido desde 2.1 veces hasta 5.7
veces el valor basal,

In los individuos estudiados en dos ocasiones se observa que aungue
no se repiten exactamente los valores individuales, la clastogenicidad de

la ciclofosfanida para cada individuo cs similar. La media y 1a desviacibn
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Tabla X

Abarraclones Cromosdmicas inducidas en Linfocitos Humanos

por Ciclofosfamida en Presencia de Enzimas

Metahdl icas (59)
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estandar de los dos grupos indican la escasn variabilidad entre ambos ex-
perimentos confirmindose 1a homogeneidad de los datos mediante la prueba

de Bartlett.

En la tabla XI se presenta el promedio de los intercambios de cre-
mAtidas hermanas. Las caracteristicas experimentales son>las mismas de la
tabla IX. Los valores basales de I.C.H. varian de 4 a 7.8. La variacibn
que se observa entre individuo es similar a la que se obtiene en muestras
sanguineas del mismo individuo en dos experimentos (veasé ind. 3 grupo I
y II). En presencia de ciclofosfamida se observa un aumento notorio de
1.C.H. , los valores mméricos de la media de I.C.H. para todas las mues-
tras tratadas son muv similares llendo de 26,5 a 37.2, cxcepto para el in-
dividuo 2 que fué de 15.6 (Fig. 3). Al igual que en el caso de las célu
las .lanadas se observa una variabilidad individual en la respuesta, enccn-
trindose Jdesle 3.6 hasta 6.4 veces el valor basal. Cuando se aplicd la prue
ba de Bartlett a la varianza de I.C.H. en todos los individuos se encontrd
hetereogencidad ¢n los datos, sin cmbargo, si sbdle se incluyen los 3 indi-
viduos a los que se ies tomd muestra en dos ocasiones, la prueba de Bartlett

indica homogeneidal intra e interexperimentos.

La tabla XII especifica el tipo dc aberraciones que se detectaron
las caracteristicas experimentales son las mismas de la tabla IX, Los tipos
de aberraciones que fueron considerados son: a) Rompimientos, b) Rearreglos,

c) Abverraciones miltiples.




Tabla X1 Intercanbio de Cromatidas Hermanas Producidas en Linfocitos
fumanng por Ciclofostamida en Presencia de Enzimag
Motabdlicas (89)
; de lntercambio de Cromitidas Hermanas INCREMENTO
Indivlduo ' : SOBRE EL
Grupo Girupo 3 + D. E
Tratamientc | Exp. I Exp.II v TESTIGO
'Testiqo 5.4 -
1 6.4
CF 34.06 -
Testiqo 4 -
a 3.3
CF 13.4 -
, +
Testigo 6.9 4.4 5.65 -~ 1.24
3 - " 4.4
Cr 30.6 26.5 28.55 ~ 2.05
, +
Testigo 7.6 6.4 7 - 0.6
4
CF 37.2 29.8 33.5 b 3.7 4.8
i .8 +
Test igou 7 7 7.4 ¥ 0.4
5 + 4.5
CF 32,1 27.8 29,95 - 2,15

- = No se realizd
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Tabla XIt

Tapeni e Abarsacbones anduciaag en Linfesitos Humanos pot

Civlofostampde on prosencia Je Enzimag Metabdlicas
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a) Rompimientos.- Se comsideran rompimientos a las discontinuidades pre-
sentadas en la cadena de AN, incluyéndose bajo esta clasificacidn tom
bién las brechas. El dafio fundamentalmente es del tipo cromatidico, los
escasos rompimientos del tipo isocromatidico fueron incluidos en este
grupo.

b) Rearreglos.- La finica clase de rearreglos que se encontrd fue de tipo
cromatidico observindose tan solo algunas figuras tetrarradiadas, carac
terizadas por el acomodamiento anormal de un par de cromosomas lo que
se traduce en una configuracién de 4 brazos. No se observaron rearre -
glos cromosbmicos como son los anillos y dicéntricos.

c) Aberraciones miltiples.- En este grupo se incluyeron las células en las

que varios o todos los cromosomas se observaron fragmentados.

En todos los individuos estudiados el dafio observado se debié prin
cipalmente al incremento en el nimero de rompimientos cromatidicos. En uno
de los individuos, el nfmero 3, se encontrd en las dos ocasiones en las

que se estudib, un incremento notoric en el nfimero de células con aberra-

ciones miltiples. (Fig. §).
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DISCUSION

La utilizacién del cultivo de linfocitos humanos para la evaluacién
del riesgo mutagénico para el hombre, derivado de la exposicifn a agentes
quimicos, requiere de la adicibn de sistemas enzimiticos capaces de 1levar
a cabo su transformacifn metab6lica en forma similar a como ocurre en el
organismo. La fracci6n microsomal, derivada de la centrifugacién de homoge-
nados hepiticos de rata "S9", ha sido ampliamente utili:zada en las pruebas
de genotoxicidad realizadas con sistemas bacterianos y atin lineas celulares
de fibroblastos en cultivo (Tabla II); sin embargo son escasos los reportes
de su empleo en el cultivo de linfocitcs (Tabla Iil). La ciclofosfamida es
el farmaco que mis ha sido evaluado en este sistema: de los 11 trabajos -
(1,18,20,32,38,39,40,41,54,64 v 70) en que se estudian sus efectos in vitro
solamente 1 sefiala que influye sobre la vroliferaci6: celular; 6 indican ca
pacidad de inducir 1.C.H. y 4 mencionan actividad clastogénica. La informa-
cibn que se obtiene en estos trabajos acerca de la actividad clastogénica
es parcial; s6lo 2 de ellos utilizan la fraccibn ''S9", uno de ellos (54) en
el que se emplea comc testigo positivo, menciona aue nroduce diferentes ti-
pos de aberraciones como brechas, rompimientos, fragmentos y translocaciones,
sin dar datos mmérices al respecto, el otro trabajo (38), como discutiremos
mis adelante, tan solo evalfia rearrcglos cromatidicos, los cuales represen-
tan un solo tipo de dafio. Los estudios acerca de 1a actividad inductora de -
1.C.H. aunque mis completos, en su mayorfa incluven a un solo individuwo y -

llevan a cabo una determinacifn (nica en un s6lo cultivo de linfocitos.
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El objetivo principal de este trabajo consistié en estandarizar el
uso de 1a fraccifn microsomal *'S9" para prucbas de mutagénesis quimica
en cultivos de linfocitos; al mismo tiempo, ante el hecho de que la infor
macifn existente sobre la accién de la ciclofosfamida en este sistema es
incompleta, consideramos de interés evaluar los efectos genotdxicos de di
cho fArmaco en presencia de 1la fraccibn microsomal "'S9'", con el propbsito
de estudiar la reproducibilidad del sistema en funcién del tiempo y de la
respuesta de los linfocitos de diferentes individuos, asi como de estable
cer un control histérico que pcrmita detectar variaciones en el sistema
debido a agentes externos. Debe entenderse que individuos con una sensibi
lidad particular a los firmacos pueden mostrar mayor o menor efecto a la
ciclofosfamida que los establecidos durante la estandarizacién de su em-

pleo como control positivo.

En lo que se refierc a los datos acerca de la proliferacién celular
de linfocitos en presencia de ciclofosfamida, nos encontramos con un solo
estudio de Madle (41) que reporta una relacidén dosis-respuesta, en la que
al aumentar la dosis de la droga se incrementa el nfmero de células en
primera divisién; en dicho trabajo se incorpord al cultivo el sistema de
transformacién metabblica dentro de una bolsa de dillisis. En el presente
estudio no se encontrd que la concentracibén de ciclofosfamida utilizada
alterara la proliferacibn celular. Esta aparente incongruencia puede de-
berse a las diferencias metodoldgicas ya que Madle (41) reporta que la
concentracibn de 1a fraccibn microsomas y 1u de los cofactores, influyen

en 1a proliferacibén celular. Asf{ con una concentracién de 0.5 mg de pro -



teinas microsomales por mililitro de cultivo, que es la concentracidn de
"S9" mis cercana a 1a empleada en el presemte trabajo (0.473), Madle (41)
sefiala que 1a proliferacién celular no se vi6 afectadna pesar de usar con
centraciones de ciclofosfamida mayores a ias nuestras, Cabe mencionar que
es recomendable el uso de concentraciones de la fraccién "$9" y de cofacto
Tes en las que, alm con la droga no se altere la proliferacién celular,

para que el efecto que se cvalfia no se vea ermascarado por 1a inhibicibn

de 1a divisién celular.

La evaluacién de 1la proliferacién zelular como un indice mis en las
pruebas de mutagenicidad en los cultivos e linfocites, ha sido introduci
do my recientemente Y se ha reportado qus puede variar en funcidén de: las
condiciones del cultivo (14,16), la edad 3e los donadores (66) y la adi -

cién de ciertos agentes quimicos (15).

No encontramos ninguna evaluacién acerca Je la reproducibilidad de
los datos sobre la cinética de proliferacidn celular a través del tiempo,
mientras que los nuestros indican que, nc obstante que los datos obtenidos
en el individuo 5 se presentaron discrepancias, no hay variacibn estadisti
camente significativa entre los resultados de los experimentos del grupo I
y los obtenidos durante la repeticibn de dichos experimentos por lo tanto

tal discrepancia puede ser consecuencia de problemas técnicos.

Con respecto a la induccibn de aberraciomes cromosdmicas ocom ciclo-

fosfamida in vitro el grupo de Madle y Jbe (38,39,40) ha reportado la utili
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zaci6n de diferentes sistemas de activacién metabSlica adicionados a los -
cultivos de linfocitos lmmanos, de éstos el uso de la fraccién "S9" es el
que ha dado los mejores resultados. Los datos obtenidos cn el presente es-
tudio son poco comparables con los datos obtenidos en el trabajo en el que
Madle y Obe utilizan la fraccién "S9" (39), fundamentalmente porgue la con
centracion menor de ciclofosfamida que utilizan (2 x 10'4 M} es mayor a la
utilizada en el presente trabajo (1.3 x 107° ). Ademis, en el trabajo de
Madle y Obe solo evaldan la induccitn de rearreglos cromatidicos que es -
uno de los tipos de dafio cromos6mico que en el presente estudio se encontré
en una frecuencia muy baja. El nimero reducido de reportes acerca de la ac-
tividad clastogénica de la ciclofosfamida en linfocitos en cultivo se debe
pesiblemente al hecho de cue c¢n otros sistemas de prucba (8,48,61) 1a ciclo
fosfamida ha mostrado, ccmo muchos otros agentes alquilantes, ser muy buen
inductor de I.C.H. y es mds fidcil evaluar I.C.H. que aberraciones cromosémi
cas, lo que posiblemente influyé en que se estudiara preferentemente €ste -

efecto.

los datos obtenidos en el presente estudio indican que la ciclofosfa
mida en presencia de ''S9", en el sistema de linfocitos humanos, se comporta
como un agente clastogénico.'Como la mayoria de los agentes quimicos, la ci-
clofosfamida produjo un incremento principalmente en rompimientos de tipo -
cromatidico (Tabla XII), lo que indica que es un agente dependiente de la fa
se S del ciclo celular, es decir que requiere aue cl ADN se duplique para -

que pueda fijarse el dafio (51).
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En 1a Tabla VI se presentan los estudibs que se han reportado acerca
de la actividad inductora de I.C.H. de la ciclofosfamida en el cultivo de -
linfocitos con activacitn metab6lica. El anilisis de los datos resumidos en
esta tabla indica que, a pesar de la utilizacién de concentraciones simila-
res de ciclofosfamida, se encuentran grandes variaciones en la capacidad in-
ductora de 1.C.H. Ahora bien, los trabajos de White y Hesketh (71), muestran
que el tiempo en el cual se administra la droga es importante y que existen
diferencias cuando dicha administraci6n se lleva a cabo al inicio del culti-
vo & 46 horas después de iniciado éste. En efecto, en el primer caso la fre-
cuencia de 1.C,H. no se altera significativamente, mientras que en el segun-
dc se observa un clarc incremento que alcanza su miximo tras dos horas de ex
nesicifn; y al aumentar el tiempo de exposicidn se traduce en un efecto téxi
co que se manifiesta como una disminucién en el nimero de c€lulas en divisibn,
Estos hallazgos aunque no son discutidos por los autores podrian explicar los
valores tan bajos de I.C.H. cbtenidos por Inoue v col. (32) y por Abe y col,

(v :,va quc ambos adrinistran la ciclofosfamida al iniciarse el cultivo.

Con base en el trabajo de Zhurkov y Yokovenko (74), en el que la admi
nistracién de diferentes agentes quimicos a cultivos de linfocitos de ZZ hs -
produjo el mayor efecto, en nuestro estudio ontamos por agregar la ciclofosfa
mida siguiendo un esquema similar. Como resultado se obtuvo un pramedio de -

28.4 1.C.H. y un incremento en su frecencia de 4,9 veces con respecto a los

cultivos testigo.
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Estos resultados coinciden con los de Madle (41) y Takehisa y Kana
ya (64)quienes al administrar ciclofosfamida a las 46 y 18 horas de culti
vo en concentraciones de 1,7 x 10’5 y 10'5 M respectivamente (muy cercanas
a la empleada en el presente trabajo 1.3 x 10°° M ), reportan un promedio
de 1.C.H. de 26 y 29.6 respectivamente. Por lo tanto puede concluirse que
no hay diferencias en los efectos resultantes de la accidn de la ciclofos

famida cuando esta se ugrega entre las 22 y 48 hrs de cultivo.

Consideramos que los efectos en funcifn del tiempo en que se lleve
a cabo la adicibn de la ciclofosfamida a los cultivos, pudiera estar rela
cionado, como lo ha seifialado Sasaki (S5) con ¢l hecho, de que la célula
es capa: de reparar el dafio a los cromesomas si este ocurre antes de la
fase de duplicacion, mientras que, si el dafio se produce muy cerca de la
fase S la ctlula no tiene suficiente tiempo para llevar a cabo dicha re-
paracién. Ahora bien, cuando se agrega la droga a las 22 o a las 46 y 48
horas, las celulas se encuentran alrededor de la fase S de Jduplicacibn
del ADN, por lo tanto no son capaces de reparar con exito el dafio provo-
cado por ellas. Por el contrario cuando se adiciona al inicio del a:ltivo
las celulas estan en GO o en todo caso en Gy y por ello reparan mejcr las
lesiones.

Cabe sefialar que los valores de 1.(.H, mencionados (29.6 v 28.4)
no son unicamente valores individuales sino valores promedio de 2 y 3 indi
viduos respectivam:nte, muestreados en una y en dos ocasiones respectiva-

mente. Si se consideran los valores obtenidos para cada individuo en cada
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ocasibn, se cncuentra que tanto en nuestro estudio (1.C.H. v aberraciones)
como en otros reportes (34,54), se presenten variaciones en la respuesta

individual a las drogas. Recientemente Gebhart y col. (23) v Crossen (17),
han reportado que determinados individuos son mis suceptibles a la accién
de agentes matagénicos y se ha planteado 1la posibilidad de que estos indi

viduos pudieran tener un riesgo mayor de desarrollar un céncer.

La susceptibilidad individual ademfs adquiere especial importancia
en el disefio de estudios de mutagenicidad, ya que es probable que si se u
tilizan donadcres de baja sensibilidad los mutigenos débiles pudieran no
ser detectados. Ante estos hechos es recomendable la utilizacidn cuando

menos de tres donadores para los ensayos de mutagenicidad in vitro.

Con respecto a la reproducibilidad de los datos nos encontramos que
los tre individuos estudiados en dos ocasiones mucstran una respuesta homo
génea tanto parz aberraciones como para 1.C.H.. Estos hechos indican que:
1) Se logré estandarizar el uso de la fraccidn microsomal acoplada al cul

tivo de linfocitos humanos. 2) Que la ciclofosfamida es un buen control
positivo, 3) Que pucde ser utilizada como control histbrico y sirve para
verificar el funcionamiento de las liferentes fracciones ''S9" que se uti-
licen. 1) Que puede servir como referencia para determinar la actividad
mutagénica de otras drogas que requieran de la activacién metabblica para

mastrar sus cfectos,
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