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INTRODUCCION 

1Xlrante las Últimas décadas la investigaci6n en genética se ha 

adentrado en el conocimiento de proceso de rrutaci6n, la naturaleza IOCll~ 

cular de las alteraciones genéticas, las manifestaciones patol6gicas de 

las 11Utaciones en el hombre y la identif icaci6n de agentes capaces de in 

<lucir ll'lltaciones en pniebas de laboratorio. 

La exposici6n del hombre a núltiples sustancias químicas es causa 

de prcocupaci6n por el riesgo potencial de que algunas de estas sustancias 

interactúen con el ADN de células germinales, -o de células somáticas, pr.9_ 

<luciendo nutaciones que, en el primer caso incrementen la frecuencia de 

padeci.Jr.ientos de origen genético y en el segundo influyan en la propor -

ci6n de ciertos tipos de cáncer. 

La existencia de alrrededor de 70,000 compuestos químicos a los que 

pode100s estar expuestos, hace evidente la necesidad de contar con métodos 

sencillos que pen:iitan detectar a los agentes capaces de producir nutaci~ 

nes. 

Se han desarrollado diferentes sistemas de p1ueba (Tabla I ) que ~ 

tilizan desde el AD\' aislado, hasta mamíferos completos para detectar la 

capacidad de los agentes químicos de inducir daño genético. 
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La p1uebas más sencillas y más econ6micns, son las que utilizan 

bacterias, levaduras, hongos, insectos y los cultivos de células de mami-

feros. Estos últimos, y en especial los linfocitos humanos, se encuentran 

entre los sistemas de prueba para la detecci6n de nutágenos, de mayor va

lor para la evaluaci6n de riesgos. 

Uno de los problemas que presentan las pruebas in vitro, que limi. 

tan la extrapolaci6n de los datos a situaciones in vivo, es que en su m! 

yoría no llevan a cabo las transformaciones metab6licas de los compuestos 

c¡ue naturalmente ocurren in vivo. Se sabe en efecto que, existen sustan -

cías que son inactivas in vitro y que tienen un efecto positivo in vivo, 

~sto se :ebe a que estas sustancias son activadas mctabóliaimente, convir-

tiendose en otros compuestos qu~·;.son los responsables de les efectos obse! 

rndos in vivo. Por el contrario, existen otros compuestos que producen re

sultados positivos in vitro aún en dosis pequeñas y que no presentan acti

vidad in vivo. 

Se han propuesto diferentes métodos con la finalidad de incorporar 

la acth·idad metab6lica a los cultivos de linfocitos, co100 son: los cocul-

tivos de células embrionarias irradiadas o con cultivos prÍlllarios de célu

las hepáticas (2). Recientemente se ha propuesto el uso de enzimas de fun

ci6n mixta del retículo endoplásmico, obtenidas de la fracci6n microsomal 

resultan te de la centrifugaci6n de horoogenados hepáticos. Este método fué 

reprtado en 1971 tanto por Malling (42) COllKl por Slater )'col (59) quienes 

las utili:.aron en a.iltivos de Salmonella typhinurium y Eschcrichia coli 
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respectivamente 

Ames y col. en 1973 (4) acoplaron el uso de las enzimas de funci6n 

mixta al sistema de Salrnonella, nombrando a la fracci6n rnetabolizante frac 

ci6n microsomal "59", por ser reruperada en el sobrenadante que se obtiene 

al centrifugar a 9,000 g un homogenado de células de h1gado de rata, in

ducidas con Aroclor 1254. 

La fracci6 microsornal ha sico ampl iamentc util i:ada en los estudios 

reali:ados en células en cultivo (Tabla II). En 1976 Birnboes y Greim (10) 

reportaron el uso de la mezcla "SY" en el cultivo de linfocitos, en los que 

se obsE-rvÓ que ejecía efectos citotóxicos. Por ello se han planteado diver

sas estrategias tendientes a disminuir la citotoxicidad de la mezcla "S9" 

corno son: la preincubación del compuesto con la mezcla "59" (54) y el uso 

de bolsas de diálisis para contener la mezcla "S9" y el compuesto (38) . Po

cos gru;xis han utilizado éste sistena y algunos consideran que es poco prá~ 

tico (51) r que la concentración es crítica para cada compuesto (36). 

EL LINFOCITO HUMA\D E.'\ LOS E511JDIOS DE Ml.Tf:iGE.\'ESIS 

El cultivo de 1 infocitos humanos como sistemas de prueba para evaluar 

la acti\'idad nutagénica de sustancias químicas ha sido ampliamente utiliza· 

do (33,51,60), se ha mostrado que es un sistema aclcOJado para detectar 

aberraciones cromosómicas e intcrcmrbio de cromhidas hennanas (I .C.f!.) 

22,50,5~). Los estudios realizados en los Últimos años por Albertini y col. 
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(3), indican que pronto podrá ser utilizado en la evaluaci6n de 111.1tacio

nes génicas. Además en el cultivo de linfocitos pueden también detcrmirse 

los efectos de las sustancias sobre la proliferaci6n celular (15, 41). 

La gran aplicabilidad del cultivo de linfocitos corro sistema de 

p111eba en la detecci6n de nutágenos se debe a: 

1) La facilidad con la que se pueden obtener un gran número de cÉ_ 

lulas humanas, ya que cada mililitro ele sangre contiene de 1 a 3 x 106 

l intoci tos . 

2) La sencillez de la técnica de cultivo, fijaci6n y obtenci6n 

de mitosis para análisis. 

3) El hecho de que el cultivo de linfocitos constituya un cultivo 

primario de células huma.nas, con características similares a las de las 

células normales del organismo. A diferencia de lo que ocurre con los 

culti\'os de líneas celulares peTillanentes que adoptan comportamientos de 

células transfonnadas. 

4) La mayor parte de la poblaci6n de linfocitos en la sangre se C!} 

cuentra sincronizada en G0 y. en cultivo entran en divisi6n ante· el estínu 

lo de agentes mitogénicos. 

5) La frecuencia basal de aberraciones e intercambio de cromátidas 
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hennanas en los rultivos 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 funci6n 

de la dosis y del tiempo de exposici6n. 

7) Puede utilizarse para detenninar aspectos cualitativos y cuan

titativos de la interacci6n del lllltágeno con la célula. 

El cultivo de linfocitos para la detecci6n de lllltágenos presenta 

también algunas desventajas como son: 

1) Una vez en cultivo, la poblaci6n de linfocitos pierde su sincr_2 

ni:aci6n y las diferentes subpoblaciones de células pueden presentar una 

respuesta variable a los llUtágenos. 

2) Las células pueden ser dañadas y no dividirse, por lo que no ~ 

drán ser detectadas las anomalías genéticas. 

3) A pesar de ser células humanas las condiciones en cultivo no r! 

producen fielmente las condiciones in vivo . Por ejemplo: el linfocito esti 

111Jlado tiene una mayor capacidad ele reparaci6n (58) y la exposici6n a la 

sustancia in vitro es casi directa, mientras que in vivo los procesos far 

macocinéticos C0111) la absorci6n, distribuci6n, metabolismo y eliminaci6n, 

influyen en la biodisponibi 1 idad de la sustancia (9). 
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MET ABO!. 1 S·D 

Las sustancias que entran al organismo pueden ser eliminadas sin 

sufrir cambios o pueden sufrir transfonnaciones metabólicas denominadas 

biotransfonnacioncs, que las convierten en compuestos que difieren de la 

sustancia original • 

Las biotransformaciones de estos compuestos generalmente las rea

l izan enzimas localizadas en el retículo endoplásmico hepático, que como 

ya se dijo por efecto de homogeneizar el tejido es roto en partículas lla

madas microsomas . Estas biotransformaciones pueden realizarse en otros 6.!'. 

ganes como son el pulm6n, la piel y el riñón. Asimismo, se han encontrado 

algunas enzimas con actividad metaboli:antc en el plasma sanguíneo y en la 

flora bacteriana del tracto gastrointestinal. 

Las reacciones más colll.liles para la biotransfonnación de una sus· 

tancia son: oxidación, reducci6n, hidrólisis y conjugación (Tabla IV). Co

lllJnmentc una sustancia es objeto de varias reacciones secuenciales que in

volucran diversas transformaciones que terminan generalmente con una conj_!;! 

gación . 

El cuerpo tiende a convertir los compuestos en metabolitos polares 

o hidrosolubles, los cuales poseen m6s grupos hidrof~licos funcionales y 

pierden así su capacidad para penetrar en la membrana celular. 



Tabla IV. - REACCIO~'ES QUIHIC:\S QUE SUFREN LAS SUSTA'iCIAS EN EL 

ORGANISl>D (25) 

I. -OXIDACION 

a) Oxidaci6n de la cadena lateral 
b) Hidroxilaci6n aromática 
e) N-desalquilaci6n 
d) 0-desalquilaci6n 
e) S-desmetilaci6n 
f) Desaminaci6n oxidativa 
g) Fonnaci6n de sulf6xidos 
h) Desulfuraci6n 
i) :\-oxidaci6n 
j) ~-hidroxilaci6n 

11. - REDUCC !UN 

a) A:o-rcducci6n 
b) \'itro-rcducci6n 
e) Carboni l-rcducci6n 

1 II. - HIDROLISIS 

a) De-estcrificaci6n 
b) De- aminaci6n 

I\' . - CO\'JUGACIO\' 

a) Fonnaci6n de glucorér.idos 
b) Mctilaci6n 
e) Acilaci6n 

1.-acetato 
2. -ácido amicno 

d) Acido mcrcaptúrico 
e) Conjugaci6n <le sulfatos 
f) Fonnaci6n dehidrodicl 
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De esta manera, s~ ,-!ificulta su rcubsorci6n tubular y facilita su elimina

ci6n a través del riñón. 

Las enzim:>s microsomales son capaces de mctabolizar una gran can

tidad de compuestos como son: hidrocarburos, insecticidas, ingredientes de 

jabones, desodor"ntes, tinturas aminoazo, aminas aromáticas. ep6xidos, car 

bonatos, ciertas ~.:xinas de hongos, antibióticos, esteroides sintéticos 

etc. Las enzimas ::-.:crosomal es pueden transfonnar un compuesto inerte en 

un intcnnediario :-::-activo o pueden detoxificar un compuesto reactivo. 

Las sustm.:ias que son convertidas en metabol i tos químicamente 

actirns pueden r2;.;.:cionar con los componentes celulares incluyendo ?eque

ñas mo Jéculas de l. Ípidos ,proteínas, :\D:\ y .-\R\ y causar di rersos efectos 

tóxicos como son: :iecrosi s celular, reacciones hipersenci ti vas, fetotoxici

dad, discracia el:Jlar, cáncer y rutagénesis (25). 
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~!ETABOLISMJ IN vrmo 

La incorporaci6n de enzimas matabÓlicas contenidas en la fracci6n 

"59", a las pruebas in vitro, ha sido estudiada por diversos autores, qui~ 

nes han señalado los factores que influyen en su actividad como son: 

a) Inductores enzimáticos 

b) Origen de la fracci6n "59" 

e) Cantidad de "59" 

d) Pre-incubaci6n 

e) Cofactores 

a.) Inductores Enzimáticos- La inducci6n de la actividad de las en:i 

mas :::icrosomalcs es producida difc:-encialmente por hidrocarburos policÍcl_! 

cos,el fenobarbital y los bifenilos policlorinados. Se ha demostrado que 

los bifenilos policlorinados reúne propiedades inductoras del tipo tanto 

fenobarbital, como de hidrocarburos policlorinados . Dentro de los bifeni

los policlorinados, el Aroclor 125.t G'S el que produce mayor estiJll.Jlaci6n 

cnzir.ática en los animales tratados (4, 20). 

En células de ovario de haJ:1Ster se evalu6 el efecto del 2-acctil-

aminofluorcno en presencia de tres tipos de homogcnados hepáticos y se en

contró una doble pro<lucci6n de I.C.f!. en las células tratadas con homoge

nado proveniente de ratas tratadas con Aroclor 1254 mientras que las célu

las tratadas con los hornogcnados pro\'eniente de ratas no tratadas }' de ra

tas tratadas con fcnobarbital ioostraron poco incremento en la prcxlucci6n 

de 1 .C.H. cor.q>aradas con las células sin tratamiento con homogcnado,sc 
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demostró así la eficiencia de los bifenilos policlorinados como inducto· 

res en:imáticos . (63). 

b) Origén de la Fracción "59"- La biotransfonnación de una sustan· 

cia se puede lleyar a cabo en la mayoría de los órganos, pero principalme!! 

te en el hígado, el pulm6n y el riñón, es el hígado el sitio más activo 

(37). 

Stich y Laisher (62) reportan que la capacidad de metabolizar afli!. 

toxinas y esterigmatocistina in vitro por la fracci6n "59" proveniente de 

hígado, riñ6n y pulm6n de hamster, ratón, conejo, pato y trucha, es mayor 

en el hígado de todos los animales que en los otros 6rganos y es la de hÍ· 

gado de pato la .:3e mayor actividad. 

Weekes y Brusick (69) también encontraron diferencias cuantitativas 

en la capacidad ::r.:tabolizadora de Órganos y especies de ratones con los que 

trabajaron, inclusive reportan diferencias en la fracci6n "59" proveniente 

de machos y her..b:-as. Por otro lado Thust }' Kneist (65), utilizando una 

fracción "59" pro,·eniente de hígado de humano y de rata, así como de riñón 

de rata para acti·;ar citrinina, encontraron que: la fracción "59" de hígado 

de rata y de hur.",a:io activaron de la misma manera la citrinina, mientras que 

el "59" provcnien:e de riñón de rata fué tóxico para las células y turn una 

baja actirnción d.e la citrinina. La combinación del "59" de riñón de rata, 

con el "59" d(;: l:!¡;ado de rata, mostró resultados semejantes a los obtenidos 

con el "59" de hígado. Por lo que los autores concluyen que los mctabolitos 

producidos por "5?" de hígado y el "59" de riñón son c;ualitati\·a y posibl~ 
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mente cuantitativamente difcrentt.'s. 

c) Cantidad de "S9"- Ames y col. (4) han reportado que la cantidad 

de "59" que debe utilizarse depende de la especie de animal del que haya 

sido preparado, del pretratamiento usado para la inducci6n enzimática y de 

la concentraci6n de cofactores en la mezcla "S9" 

'-" cantidad de "59" tamhién depende de la sustancia que requiera 

activación. \\olff y Takehisa (73), reportan que tanto la aflatoxina B1 e~ 

mo el benzo-a-pireno, requieren de tan s6lo un 2% de la fracci6n microsomal 

para ser activadas y producir un incremento de I.C.H. El uso de un 100% 

de la fracción no altera los resultados, en cambio el acetoxiacetilamino

fluoreno es inactivado por la fracci6n microsomal y a mayor concentraci6n 

de ésta, mayor es la inactivación. \\'hite y Hesketh (71) trabajando con ci

clofosfamida señalan que la util izaci6n de la "S9" diluída en medio 1: 1 es 

nrur tóxica, mientras que la dilución 1 :-1 produce un incremento de I.C.H.; 

Csukas y col. (18) reportan, sin embargo, que conforme se diluye la mezcla 

"59", se produce un decremento graJual en la inducción de I.C.H. por cicl~ 

fosfamicla ~· vinil carbamato mientras que el uretano provoca un incremento 

gradual. \'."ojciechCJ\\·scki )' col. (:"2) señalan que la dilusión de la mezcla 

"59" (1/20C) reduce su toxicidad sin alterar el Índice mitótico ni su capi! 

ciclad metabolizante, mientras que la .:!ilución de la me::cla "59" (1/20) re

duce el Índice mit6tico a la mitad en los testigos }' sin embargo en los 

cultirns tratados con 3-mctilcolantrcno )' 7-12 dimetilbcnzo(a)antraceno )' 

la fracción nicrosw~1l diluida (1/20) observan un incremento en el fodice 
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mitótico el cual no pueden explicar. 

d) Preincubaci6n- Los estudios en sistemas bacterianos han mostra

do que la preincubaci6n de las sustancias con el "59" en nuchos casos in

crementa su lllltagenicidad . En cultivos de linfocitos, "hite y Hesketl1 (71) 

reportan que no hay diferencia en sus resultados cuando preino.1ban la mez

cla, o al adicionarla directamente a los culti\'os. Además señalan que la 

prcincucaci6n es más complicada, menos consistente e igualr.iente citot6xica. 

CJ .=c.fa.:torcs- L:i mc:cla "S9" est5 con:3tituída por la fracci6n "S9" 

'.\ADP, MgCl y G-6-P. Los trabajos de Bimboes y Greim (10), ~'.adle y Obe (38) 

:· C:uka;; y col. (18), ruestran que los preparados hepáticos sin cofactores 

son actirndores débiles. 
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USO DE TESTIGOS 

Como todas las pruebas toxico16gicas, el sistema de prueba de lin

focitos requiere del uso de diferentes tipos de testigos: 

a) Testigo negativo 

b) Testigo del vehículo o solvente 

c) Testigc. hist6rico negativo 

d) Testigo positivo. 

a) Testigc :\egativo- Consiste en cultivos a los que no se adiciona 

ningún agente, ni Yehículo. Los resultados que se obtienen definen la fre· 

cuenda basal,ya !'ca de aberraciones cromos6micas, de I.C.H. o de prolife

raci6n celular y :-e~resenta un rnlor del cual partir para interpretar los 

datos que se obtienen con una sustancia a prueba. Se considera que su in

clusi6n no es indispensahle en cada una de las pruebas que se lle\·en a ca

bo, a condici6n de que se incluya el testigo con solvente. En pruebas en 

las que no se usa sol\'ente si se requiere testigo negativo. 

b) Testigc del \'ehículo o sol\"ente· Se trata de cultivos a los que 

se ex-pone al vehíallo o solvente que se utiliza en 1a preparaci6n y admini! 

traci6n <le la ,;u.:::Jncia ele prueba. Este testigo provee los datos basales 

con los cuales se van a comparar los elatos obtenidos con la sustancia a 

p¡ucba. O.ialquier efecto del solvente 6 vehículo se supone será corregido 

utilizando este tipo de testigo. 
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e) Testigo Histórico Negativo- Lo constituyen testigos previos 

utilizados en estudios similares. El testigo histórico es valioso para 

poner los datos dentro de una perspectiva, especialmente cuando el tamaño 

de la nuestra para el testigo es relativamente pequeño. Este testigo perm.!_ 

te compensar en el análisis de los datos, variaciones en los niveles basa

les debidos a cambios ambientales o movimientos cíclicos temporales. 

El testigo hist6rico tiene un valor especial cuando se estandariza 

una prueba y nos infonna de la variabilidad expontánea de I.C.H. y de abe

rraciones cromosómicas en las diferentes poblaciones de linfocitos con las 

que se trabaja bajo las condiciones de cada laboratorio. 

d) Testigo Positirn- Consiste en la utilización de una sustancia 

que por experiencias pre\·ias se sabe produce un efecto genotóxico. No es 

considerado esencial en las pruebas de toxicidad en las que un testigo de 

solYente o vehículo ha sido incluído, sin embargo, este tipo de testigo es 

importante y pennite: 

1. - \"erificar que el sistema de prueba funciona adecuadamente r res 

ponde a los agentes que previamente han mostrado efecto. 

2.- Evaluar la capacidad ele! investigador para identificar y cuan-

ti ficar los parámetros incluídos en la evaluación. 

3. - Determinar la reproducibilidad del sistema en un peri6do exte!! 

diJo del tiempo. Las rnriaciones temporales y significatirns en la rcspue! 
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ta a una concentraci6n dada de un testigo conocido, pueden significar pro

blemas con el sistema de prueba o respuestas cíc1 icas. 

·L - Comparar la potencia de la sustancia en estudio a la del nutá

geno conocido. 

El testigo positivo se vuelve un requerimiento cuando se utilizan 

sistemas de actirnción metabólica como es la fracci6n "S9". El funcionamien 

to apropiado <le estos sistemas de activación puede ser medido mediante el 

uso de un testigo positivo. 

De hecho cuando se evalúan sustancias con y sin activaci6n "59" 

es necesario inclu:r solamente el testigo positivo de activación para sati~ 

facer todas las funciones de los testigos positfros, la infonnación del 

testigo positivo de no activación es superflua (11). 

La selección de la concentración del testigo positivo es importante. 

!.a mejor concentración es aquella suficientenente alta para indicar una re_:: 

puesta significatirn consistente, pero suficientemente baja como para que 

las condiciones de pnieba subóptimas puedan ser detectadas por la pérdida 

o rc-:lucción de la acti\"idad. 

La selección del compuesto a utilizar como testigo positirn es t~ 

bién importante. La similitud en la estructura de la sustancia a estudiar 

e:" ventajosa, aunque no siempre es posible. 
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CICLOFOSFAMIDA 

Datos Hist6ricos 

La ciclofosfamida se sintetiz6 cuando se intentaba modificar la 

estiuctura de la mecloretamina, con objeto de lograr una mayor selectivi

dad para los tejidos neoplásicos. Diversos giupos europeos (S) demostra

ron su efectividad en ciertos neoplasmas malignos. 

Características Fisicoquímicas 

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 y acetona. 

La ciclofosfamida es una mostaza nitrogenada y como tal es un age_!! 

te alquilante capa: de fonnar uniones covalentes con sustancias nucleofíli 

cas como son los grupos fosfato, amino, sulfhidrilo, hidroxilo, carboxilo 

e imidazol. Es capaz de alquilar al AD~. donde es particulannente sensible 

el nitrogeno i de la guanina. También son sencibles, aunque en menor grado, 

los nitr6genos 1 y 3 de la adenina, el nitr6geno 3 de la citocina, el oxí

geno 6 de la guanina, los át011X>s fosfato del AD~, así como las proteínas 

asociadas al mismo (12). 
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Fannacocinética 

La ciclofosfamida es metabolizada en el hígado por el sistemas 

de oxidasas de funci6n mixta del retículo endoplásmico (12). Se han iden· 

tificado \'arios metabolitos (31) y en la actualidad se considera que pri~ 

ro es hidroxilada por el citocromo P450 convirtiéndose en 4-hidroxiciclo

fosfamida, la cual está en equilibrio con su taut6mero en anillo abierto 

la aldofosfamida . Estos compuestos pueden ser oxidados por la aldehoxida· 

sa hepática dando origen a los metabolitos carboxifosfamida y 4-ketociclo· 

fosfamida de los cuales ninguno de los dos parecen tener actividad biol6g_i 

ca. Por reacciones no enzimáticas pueden fonnarse los derivados citot6xi· 

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

Usos Terapéuticos 

Se han observados buenos resultados en la enfennedad de Hodgkin, 

linfomas, leucemias, hemoblastosis, neuroblastomas, glomezulonefritis, re· 

ticulo;;arcoma, tumores ginecológicos, carcinomas de Útero, ovario y bronc.9_ 

génicos. La ciclofosfamida present6 también propiedades inmunosupresivas 

por lo que se utiliza, en el control del recha;:o inrruno16gico en transpla~ 

tes y en desórdenes asociados con una reactividad iT1J11Jne alterada corno son 

la artritis reumatoide, el síndrome nefrótico en niños, la granulomatosis 

de llegener y los padecimientos alérgicos oculares. 

Rutas Je Administraci6n y Dosificación 

La ciclofosfamida puede ser administrada por da oral, intravenosa 
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intrapleural e intraperitoneal. tina dosis diaria de 2 a 3 mg/Kg ha sido re

comendada para pacientes con neoplasias como linfomas y leucemias. Las ad-. · 

ministraciones únicas de 30 mg/Kg también han mostrado ser Útiles en trata 

mientos de linfomas. 

Efectos Adversos 

Los efectos inmediatos más conunes, son nauseas, vértigos de corta 

duración, hematuria y trombocitopenia. 

a) ~lltagénesis 

En la mayoría de los s1st.cmas biol6gicos que se :.:tili:an para idc!! 

tificar nrutágcnos ha sido e\'aluada ln e iclofosfamida (Tabla I I) y en todos 

ellos ya sea in vivo o in vitro con activaci6n metab6lica, la ciclofosfami 

da ha mostrado su efecto rrutagénico. 

Se han llevado a cabo diversos estudios en linfocitos humanos eva

luando diferentes parámetros experimentales (Tabla I I I): 

1.- Aberraciones Cromosómicas- En 1962 Arrighi y col. (6) reportan una alta 

incidencia de daño cromos6mico en pacientes tratados con ciclofosfamida. :\ 

partir .:le 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 relación dosis-resp..iesta }' que la ci_ 

clofosfamida produce un incremento de ó a 8 veces el porciento de aberraci~ 

nes crmxlsÓmicas encontradas en individuos testigo. Oobos y rol. (19) en un 

grupo de niños tratados de 4 a 6 scr.ianas con ciclofosfarnida, reportaron un 

increeento del 15\ al 18\ de aberraciones croroosómicas. 



Tabla \'Il - Efecto ~utagénico en Individuos en Terapia 

con Ciclofosfamida 

RESPUFSrA 
PADECIMIENTO Aberracio· I.C.H. REFEIID<CIA nes 

, 

1\Jmores Malignos + 6 

Tumores 
Ginecológicos + 56 

1 

Síndrome 
:\efrótico + 19 

1\Jmores 
Malignos + 26 

-- ·-·----
Carcinoma de + -16 
O\'ario y U tero 

Hcmoblastosis + 53 

Glomcmlonefri tis + + .i~ 
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La inducci6n de aberraciones por la ciclofosfamida adicionada a 

culüvos de linfocitos ha sido poco evaluada. Hampel y col. en 1966 (29) 

y ~!orad y Zawahri en 1977 (46) mostraron que la ciclofosfamida ~~no 

produce aberraciones, sin embargo 1-lampel y col (30) lllJestran que el plas

ma sanguíneo de ratas tratadas con ciclofosfainida, y los metabolitos prod!:!_ 

cidos al tratar la ciclofosfamida con cortes de hígado, si son capaces de 

inducir aberraciones en cultivos de linfocito~ 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 

actirnci6n metab6lica, incluyendo entre estos la fracci6n "S9" y demostra

ron la capacidad de la ciclofosfan1ida para inducir rcarreglos cromatídicos. 

Richardson en 1982 (541 reporta el uso de la ciclofosfamida corr~ 

testigo positivo en presencia de activaci6n metab61ica, s6lo men~iona que 

causó un efecto clastogénico produciendo diversos tipos de aberraciones co 

mo brechas, rompimientos, fragmentos )' translocaciones, sin presentar datos 

acerca de dicha acti\'idad . 

.. , - :ntcrcambio de Cromátidas Hennanas- En 1978 Raposa (53) evalu6 el efes_ 

to de la adici6n de la ciclofosfamida a los linfocitos humanos sin acth·a

ci6n metab6lica y no encontró un incremento significativo de I.C.H., mien

tras que en pacientes en tratamiento con ciclofosfamidn encontró que la 

freuencia de I.C.H. se eleba hasta 2.5 veces el valor de los testigos. 

~llsilova y col. (47) realizaron un trabajo semejante en pacientes con glo

meruloncfritis y obserrnron el misioo efecto. !\'hite y llcskcth en 1980 (71) u 
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tili~ando la técnica de incorporaci6n de activaci6n mctab6lica a los lin

focitos hwnanos de Bimboes y Greim (10) para evaluar el efecto producido 

por la ciclofosfamida, encontraron que una vez activada puede producir un 

incrrn1ento significativo de I.C.H. hasta de 7 veces el valor basal; incre

mento que no se encontr6 sin la activaci6n metab6lica 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 

emplean<lola como testigo positivo y señalan un efecto notorio en la pro

ducci6n de 1 .C.H. 

3. - Proliferaci6n Celular - Este parámetro s61o ha sido evaluado por ~!adle 

(41) que report6 que al aumentar la concentraci6n de ciclofosfamida la pr.2_ 

liferación celular decae; o sea se incrementa el número de metafases en 

primera división y disminuye el número de metaf8~0~ en ~eRUnda división. 

b) Teratogénesis 

Durante la gestación se ha reportado que tanto en rata (28) como en 

ratones es teratogénica (24), afecta principalmente el esqueleto aunque t<l!!! 

bién se ha señalado que es capaz de dañar el cerebro, produciendo desde 

alteraciones en las membranas rruclearcs de las células cerebrales, hasta 

excencefalia e hidrocefalia (35). Otros efectos que se han asociado con la 

exposición de ratas a la ciclofosfamida son: meningocclc, hranquignatia, 

desviaci6n en las proporciones fetales (28) y alteraciones en la conducta 

(21). Greenberg y Tanaka (27) reportan el caso de una nujcr cor:!:? enfer

medaddc Hodgkin a quien se le administr6 1;1 droga durante el período de 1:1 
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4a a lh·a semana de embarazo, al nacer su hijo present6 ITllltiples anonna

li<lades; entre ellas ectro<lactil ia de los pies. 

c) Carcinogénesis 

Su empleo terapeútico ha demostrado que provoca la aparici6n de 

diversos tipos de cáncer, la mayoría de ellos leucemias, linfomas y carci

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

El objetivo principal de éste trabajo es estandarizar el uso de la 

fracci6n microsomal "S9", obtenida del homogenado de hígado de rata, en 

el culti\·o de linfocitos humanos que se utiliza corno un sistema de prueba 

para la detección de sustancias genot6xicas. 

Los Ob.ietivos Específicos son: 

lJ Encontrar una sustancia que pueda ser utilizada como control 

positivo, en el estudio de sustancias que requieren activaci6n 

metabólica. 

:) Estudiar la reproducibil idad del sistema en: 

a) función del tiempo 

b) cultivos de linfocitos de diferentes individuos 

3) Establecer un control histórico que permita detectar variacio

nes en el sistema debido a los agentes extelilos. 
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Elecci6n de un Testigo Positivo que Requiere Activaci6n Metab6-

l ica- Después de revisar los trabajos sobre sustancias que 111.lestran acti

vidad rrutagénica al ser metabolizadas con la fracción microsomal "S9" en el 

sistema de linfocitos hllll\anos in vitro,nos encontrarnos con que s6lo 11 su.:?_ 

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 .:!e I.C.H .. Sin embargo, con respecto a aberraciones cromos6micas tan 

solo encontramos estudios del grupo de Madle y Obc (38,39,40) en el que d~ 

terminan su capacidad de inducir rearreglos cromatfdicos; Madle (41) tam· 

bién ha sido el único que ha evaluado el efecto de la ciclofosfamida en la 

proli:~,aci6n celular . 

Se eligi6 por lo tanto a la ciclofosfamida para estandarizar el uso 

de la fracCi6n"S9" en el rnltivo de linfocitos humanos. Los valores acerca 

de la proliferaci6n celular, aberraciones cromo~6micas e intercambio de 

cromátidas hermanas resultantes de éste estudio nos pennitiran comparar 

nucst:-o:: datos con los obtenidos por otros autores. 



Tabla V 

susr A. >\C IA 

Dimct ilni trosamina 

Aflatoxina B 

N·mctil-N·nitrosourca 

Carbamato de Etilo 

Carbamato de Vinilo 

4-Cloromctil bifcnilo 

Mitomicina e 
Anilina 
P-Aminofcnol 
Norharman 

Ciclofosf amida 

- 9.Jstnncins ~e flan Sido Evaluadas en Linfocitos 1-llmanos 
en Presencio de Activaci6n ._letab6lica "59". 

RESPUESTA REFERENCIAS 

Aberraciones I.C.11. 

+ 10 

+ 67 

+ 

+ 18 
+ 

+ 54 

+ 
--
+ 64 
+ 

+ + Ver tabla No. \'l 

.~ ...... '' -·~ .v·------............. --.~ ......... ---· ·-------

' 

' 



Tabla \'l Estudios Sohrc la lnducci6n de lntcTcambios de Crorn.1tidas 

llL·rmanas por Ciclofosfamida en Cultivos dc l.infoci tos lllmanos 
con Activaci6n Metabólica. 

~ X ~ 
I. e ~ 

~ 
~ lXJS!S 

( M) 
Contrulcs 

1 a·S 8.2 

"ll 

2 X io·s 8.2 

10" s ~. 8 

32 

1n· 4 
7.8 

)(\ -s B.O 

1 

10·4 8.0 

5 X 10' 5 !J.O 

41 

1. '.' X )\1 b.(1 

ó4 10-s 8.0 

Pr•••nte 1.3 x 10·5 5.9 
Z•tudio 

< !!! ~ 
ll g 

m 
a! ,., ';J 

v. @ ,_ 
8 ::l 

d 

¡g 
Trllti1dos "' (,' 

44.0 5.4 

58. 8 ~.2 

11.b l. 48 

48.7 6. 24 

12 1.5 

48 b.O 

17 2.8 

28 4.7 

29.b 3.7 

28.4 4.8 

S1 

~ ffi q !::! 
TRATAMlE.'1,IO .,.. 

~ ~~ 
8 5 ~ 

Tiempo Duración 
de ~di-
ción (hrs.) 

lhr~. 

48 2 re1,.:ibarbi HS9" 
túr H:o -

o l . 11S9" 

1 

1 o . l1erfusión --

46 1 "S9" 
Aro<:lor 

poi 
di51isis 

48 2 "'enobarbl 
úrico 

":11" 

22 2 Aroclor "S9" 

. 

~ 
1 ,,.... 

.:'.: 

~ 

10 

30 

-. 

27.8 
: 
1 

! 
i 

10 ( 

10 
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Ml\TERIALES Y METOOOS 

SISfB!A DE TRA'JSFORMACION METABOLICA 

El hornogenado hepático que contiene las enzilllas microsomales, o 

fracci6n "59" (sobrenadante de la centrifugaci6n a 9,000 x g), fu~ prepa

rado siguiendo el método de Ames y col. (4). La prcparaci6n de la mezcla 

"59" se modific6 posteriormente, de acuerdo a l\'hite y Hesketh (71), para 

su empleo en cultivos de linfocitos. 

Obtenci6n de la mezcla "59" 

Se trataron ratas machos de la cepa Sprague-Uawley, con un peso 

aproximado de 200 gr, por vía intraperitoneal, con 500 mg/Kg de Aroclor 

1254 diluído en aceite de maíz a una concentraci6n de 200 mg/ml. Los anÍJll!!. 

les fueron mantenidos tomando agua y alimento ad libitum hasta 12 hrs an

tes de sacrificarlos. El quinto día después de la inyecci6n, las ratas se 

sacrifican por decapitaci6n después de aturdirlas con un golpe en la cabe

za. Se les extrajeron los hígados asepticamente y se colocaron en vasos pT~ 

\'iamentc pesados que contenían 15 mi de soluci6n fría de KCl O .15 M, de aquí 

en adelante el proceso se realiz6 a 4°C para conservar la actividad 

enzimática, los hígados se pesaron y colocaron en recipientes con aproXÍJll! 

<lamente 3 m1 de KCl por gramo de hígado. Se cortaron en pedazos pequeños 

con ayuda de tijeras y se homogenizaron con un aparato Potter-Elvehjcm. El 
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homogenado se ceJJ,trifug6 a 9,000 x g durante 10 min y el sobrenadante 

(fracci6n "S9") se distribuy6 en viales con tap6n de rosca a raz6n de 1 ml, 

congelandose rápidamente sobre hielo seco, para conservarse a -SOºC. 

Preparaci6n de la Mezcla "59" 

La mezcla "59" debe prepararse antes de cada experimento de la 

siguiente manera: La G-6-P y el NADP se disuelven en el amortiguador fos

fatos, MgCl y agua destilada. La soluci6n resultante se filtra utilizando 

l;i uni clnrl swinpv 01i 11 ipore l01;i. Re<lfor Ma!'~. ) equipada con una "lembra-r.,. 

de 0.2 micras de poro y por Último se agraga la fracci6n "S9" esterilmente. 

Contenido de la mezcla "59" 

Fracci6n "S9" l. O ml 

Soluci6n de MgCl., 0.4 M 0.02 ml 

Amortiguador de fosfatos 5.0 ml 

CUltivo de Celulas 

Agua destilada 3.35 ml 

G-6-P 0.0013 g 

~p 0.0030 g 

El culti\·o de linfocitos se hizo de acuerdo a la técnica de Moor

head y col. (.lS) modificada de la siguiente manera: Se sembr6 sangre hepa

rinizada (0.4 ml ) de 5 donadores sanos (Tabla VIII) en 5 ml de medio de 

cultivo Mcl\oy 5:\ modificado (Microlab). A cada cultivo se le adicion6 50 U. 

I. de penicilina y SO ug de estreptomicina (Gibco), 0.2 ml de fitohcmaglu

tinina (Gibco o Microl11h) v 30 ug de 5-broroodeoxiuridina (Sigma). :-;o se 



Tabla VIII Caraeteristieas Individuales y Fechas Experimentales 

1 FECHAS EXPERIMENTALES 
1 ¡ Indivi- Sexo Edad 

duo (años) 
1 ~perimento I Experimento II 
1 

1 1 Mase. ¡ 45 20/X/81 * - -----------

! 
: 2 Mase. 26 18/V/82 * 1 ------------· 

' 
: 

1 1 1 

1 1 
28/Vl/82 

1 

3 Fem. 32 * 1 10/IX/82 ** . ¡ 
1 

1 

' 1 4 Fem. 33 28/Vl/82 * ! 13/IX/82 ** 1 
¡______ ___ j 

-·--~-----

j 
5 Fem. 24 28/VI/82 * ¡ 16/IX/82 ** 

---

---- = ~o se realiz6 * = Fraeei6n mierosomal diferente a ** 
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agreg6 suero al medio de cultivo. Se incubaron~ 37°C en la obscuridad 

du~ante 72 hrs. Dos horas antes de la cosecha se adicion6 2 ug de colee-

mid (Gibco). 

Eicposici6n a Ciclofosfamida 

Después de 22 horas de incubados los cultivos, .:;e expu;;ieron las 

células durante 2 hrs a 4 ug/ml de ciclofosfamida diluída·en medio de cul

tivo en presencia de O. 5 m1 de la mezcla "59". Después el medio que conti! 

ne al nutágeno se remov1o por centrifugaci6n y las células se lavaron 2 V.!:_ 

ces con medio fresco para resuspenderse nuevamente en 5 m1 de medio que 

contenía 15 ug de bromodeoxiuridina y 0.1 m1 de fitohemaglutinina. Se incu 

ban a 3- 0 c hasta completar 72 hrs. 

Cosecha 

Los cultivos se centrifugaron durante 8 mina 1000 rpm,eliminandose 

el sobrenadante y dejando un volumen de éste igual al del paquete o bot6n; 

se agitó suavemente y se agreg6 5 ml de KCl (0.075M) resuspendiendose con 

avuda de un agitador vortex. Tras 20 min de incubaci6n a 37°C, se centrifu . -
g6 B nin a 1,000 rpm )' se descart6 el sobrenadante dcjan¿o un \'Olumen igual 

al del bot6n para resuspender las células antes de agregar 5 ml de fijador 

formado por ácido acético - metano! 1:3 . Después de resuspender nuevamen· 

te en el fijador se dejaron reposar las células durante 20 min. Se repiti6 

esta operaci6n hasta obsen·ar que el bot6n se encontrara lW.,io, lo que 

generalmente ocurri6 en el tercer cambio. La f ijaci6n se mantuvo durante 
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24 hrs a 4°C. Al día siguiente se hicieron las preparaciones despues de: 

centrifugar 8 min a 1,000 rpm, eliminar el sobrenadante, adicionar 0.4 ml 

<lefijador gotear en un portaobjetos la suspenci6n celular. Una vez hechas 

las laminillas se pasaron por la flama. 

Proceso de Tinci6n 

A las 24 b·s de el ahorndns las laminillas se procedi6 a tcñi r usa!!_ 

do la técnica de fluorescencia + giemsa dc:rivaJa de la Jes~rlta poi rerry 

y líolff ( .t9). Esta consiste en introducir las laminillas en una caja de K~ 

plin que contiene jQ ml de agua destilada y 0.3ml de tintura de Hoecr.~t 

33258 durante 30 r.ün, después se lavan con agua corriente y se secar. al 

aire, se cuhrcn ccr; amortiguador de fcsfat0 ¡;!! 5.8 )' .:ubrcobjctos; se ex

ponen a luz negra 65 a 75 min y finalmente se tiñen con una soluci6n a12% 

de Giemsa-.-\mortiguador fosfatos durante ~ a 8 min eliminando el exceso de 

colorante con agua corriente. 

Análisis de :•ictafascs 

La cinética de la proliferaci6n celular se cuantific6 en las 100 

primeras células, dctenninando el número de metafases en primera,segunda y 

tercera o sucesiva divisi6n (Fig. 2). El número de aberraciones se deter

min6 a su vez, en 100 mctafases provenientes de células en primera diYisi6n, 

con cromosomas bien esparcidos, y la media de intcrcaJ!lbio de cromátidas 

hennanas se evalu6 en 25 mctafases de células en segunda divisi6n. 



• 
\ 

I 

r 

A 

• 
e 

( 

A.-CELULA EN PRIMF.R., 

B.-CELULA BN <)EGUIIDA 

C.-CBLULA EN TRílCERA O 

MA~ DIVISIONE<: 



26-

Análisis Estadístico 

Para determinar el efecto de la ciclofosfamida fueron aplicadas 

la prueba de x2 para el Índice de proliferaci6n celular; la prueba de t

Student para aberraciones. cromos6micas e I .C.11. y una prueba de homogenei

dad de rnrianzas 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. 
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RESULTAOOS 

En el presente estudio se llevaron a cabo diversos experimentos 

preliminares con objeto de estandarizar el uso de la fracci6n microsomal. 

Cuando una sustancia es estable y no es t6xica, la detenninaci6n de su ac

tividad 111.1tagénica puede hacerse adicionando la sustancia al inicio del cul 

tivo y dejándose en él hasta la fijaci6n de las células, sin embargo lu 

fracción microsomal mostró ser por sí misma tóxica 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 Yoc.9_ 

venko c--1) que muestran que la mayor sensibilidad de los linfocitos a la 

acci6:, clastogénica de \·arios agentes químicos se prese:1ta a las 22 hrs de 

iniciado el cultivo, se utiliz6 este tiempo para iniciar los pulsos de tr~ 

tarnil:nto de ciclofosfamida con la fracci6n "59". Los pulsos de tratamiento 

de má5 de dos horas resultaron sc.rtóxicos mientras que con los pulsos de 

dos horas se obtiene una buena proliferación celular. 

Una \'l'Z estandari:adas las variables técnicas, se procedió a cva -

luar la proliferación celular, el daño cromosómico y el promedio de inter

cambiG de cromátidas hennanas en los diferentes individuos. En la tabla IX 

~~ presentan los datos de la cinética de proliferación celular la cual eva 

lúa el porcentaje de células en primera, segunda y sucesivas divisiones. 

En el ;rupo I se incluyen todos los experimentos en los que se empleó el 

mismo lote de homogenado he~tico realizandose los dos primeros en diferc!! 

te fecha de los tres Últimos; el gnipo II presenta la repetición experime!! 

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



Individuo Tr<1tamento 
lera 

Testiqo 24 
1 

CF 27 

Testigo 21 

2 
CF 32 

Testigo 21 

l 
CF 30 

Testigo 30 

4 
CF 23 

Testigo 23 
5 1--

CF 23 

- • No 

Tabla IX Cinéticil do l;i l'rolifor .. ciún Colul<1r du I.infocitos llum.inos 

Grupo 
~-- T 

2rlas )ras 

38 38 

27 46 

18 62 

18 50 

30 49 

36 34 

22 48 

24 53 

.:?S 52 

~ú 51 

l;xputrntou ,1 Ciclofolif,miida un Presencia de 

Enzun.is Met.iból lCdS (S91 

\ tic Célul.1s e11 lil, 2.1 o Ja División 

Gn1¡10 

---- i-;x11_. ___ _I! --··-
lera 2tl.is Jr11S leras 

- - - -
- - - -
- - - -
- - - -

29 2(, 45 25 :!: 4 

22 30 4U 26 ! 4 
-

20 n su 25 ! 5 
--- --- ---- --

)) )~ 52 23 ! 5 

35 J4 31 29 ! 6 
-~ -- -···--

22 }(, 1.2 ~2.S ! 0,5 

-~- --- --· --- --

- ! X o. E 

~cr._¡¡¡-

-
-

-

-
w ! 

33 ! 

22 ! 

19.5 ! 

29.5 ! 

21 ! 

)ras 

-
-
-
-

2 47 ! 2 

) 41 ! 7 

o 53 ! 5 
-

4.5 52 .'5 ! 0.5 

4.5 41. 5 ! 10.5 

5 56.5 ! 5.5 
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el grupo I, en los que se utiliz6 un lote diferente de homogenado hepático 

(\·er matcr iales y m~todos). 

Con la dosis de ciclofosfamida que se utiliz6 no se obscrv6 nin

gun efecto significat.ivo según la prueba de x2 que dio un valor de p 0.001 

sobre la cinética de proliferaci6n celular. (Fig. $) 

En los individuos a los que se les tom6 muestra de sangre en dos 

ocasiones di:erentcs, la cinética de prolifcraci6n celular fué similar; 

ciertos puntes se desv1an de la tendencia, sin embargo la p1ueba de Bartlett 

confinn6 la homogeneidad de los re~ultnclo~. 

En h tabla X se presenta el porcentaje de células con aberraciones 

cromos6micas. Las caracteristicas experimentales son las miswas de la Ta -

bla IX.La dosis de ciclofosfamida utilizada mostr6 ser clastogénica, obse!. 

\·ádose una ¿iferencia estadísticamente significativa entre los datos ohte

t i<los en los cultivos testigos y los obtenidos c•n los culth·os en los que 

se les admir.istr6 el fánnaco (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 ~~% (Fig. ~). La respuesta de cada 

individuo a >:-s efectos clastogénicos de la ciclofosfamida nc5tr6 cierta 

\'ariabilidad incrementándose el daño producido desde 2.1 veces hasta S.-: 

\'ce es el \'a 1 or basal . 

En los individuos estudiados en dos ocasiones se observa que aunque 

no se repiten cxactrunente los valores individuales, la clastogenicidad de 

la ciclofosfaT.lida para cada individuo es similar. La media y la des\•iaci6n 
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Tablll X Aborracioncs Cromosómic.1s inducirlas en J,infocitos Humanos 

por Ciclofosfamidn en Presencia de Enzimas 

Metah61Lcas (S9) 

-··--· r ·-·-·-·- ... ·--·--------·--·------
Células con Aberraciones Cromosómicas ---·-----. --- ------ - -- -

.tndividuo 
Grupo Tratamiento Grupo x + D. E. Exp. I Exp.II . 

Testigo 3 - -
·-

1 CF 9 - -
·- ¡....,_ •. -----

·. •rcstiqo 4 - -
·-- ··-----···-- -· ---2 

CF ] 1 - -
Testi<Jo 4 J 

3.5 ! o.s 
·-·-- r- ----

3 
CF 24 16 20 + 4 

. 

Teltigo s 4 4.5 ~ o.s -
4 ~ 

-----
) 

CF 14 14 14 o • --·-· 

Testi90 e r, 6.5 + 1.5 --· -- -·· ,, 
CF lR 10 14 4 + --·--···---- _ ..... , ____ 

·-···- ····--· ··- ... ··-····· ~----

No se realiz6 

INCREMENTO 

SOBRE EL 

TESTIGO 

3 

·a.1s 
,> 
'' 

s.7 

3.1 

" 

2.1 

' 
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estandar de los dos grupos indican la escrisa variabilidad entre ambos ex

perimentos confil1!1ándosc la homogeneidad de los datos mediante la pnieba 

de Bartl et t . 

En la tabla XI se presenta el prolll<.'clio de los intercambios de crc

mátidas hermanas. Las características experimentales son las mismas de la 

tabla IX. Los \'alorcs basaks de I.C.H. var1an de 4 a 7 .8. La variaci6n 

que se obsen-a entre indi\'iduo es similar a la que se obtiene en 111.1estras 

sanguíneas del mismo individuo en dos experimL'ntos (veasé incl. 3 gnipo 1 

y II). En presencia ce ciclofosfamida se observa un aumento notorio de 

I.C.H. , los \'2lores rI1.D11éricos de la media de I.C.H. para todas las mue:;

tras trataclas son mu:• 5i'.'1ilarcs llcndo de 2ó.S a 37.2, excepto para el i:-.-

dividuo 2 que fué de 13. 6 (Fig. :i). :\l igual que en el caso de las cél:..: 

las .!aliadas se observ:i una rariabil idad individual en la respuesta, enccn

trfinJose JesJe 3.6 hasta 6.4 \'cces el \'alor basal. Cuando se aplic6 la pru~ 

ba de Bartlctt a la \·arianza Lle I.C.H. en todos los individuos se encont:-6 

hctcreogenciJad (·n los datos, sin embargo, si sólo se incluyen los 3 indi

viduos a los que se :es tomó 111Jestn1 en dos ocasiones, la prueba de Bartlett 

indica homogc:1c ida.~ intra e i ntcrexpcrimentos. 

La tabla XII especifica el tipo de aberraciones que se detectaron 

La,: característica:: c·x;:>erimcntales son las mismas Je la tabla IX. Los tipos 

de aberraciones que f"Jt::ron considerados son: a) Rompimientos, b) Rearreglos, 

c) Aberraciones núl tiples. 



'l'.d>IJ Xl Int erc.1mblo de Cromfi t i.clns Her 11i.ir111s Pr:oducicl11s en Linfocl tos 

llu1!1.i11C'S por C.icl llfn,;f;unict,1 en Prnse11cia de Enzima:; 

-
-
X clo 111t11r<"'<1mbio <fo C' rorn:í t i.clas llermü11o1 s INCREMEN'l'O 

·--· Indivlduu 
r.ruµo nrupt> - + 

SOBRE Et, 
X - D. E. 

Tr11tt1miento Exp. I Exp.II TESTIGO 

Testigo 5.4 - -
1 6.4 

CF 34 ,(, - -
--

Testigo 4 - -
;l ~-·· ------- - 3.3 

CF 13.4 - -
----·--· ....__ ______ -- . 

Testigo (i .9 4.4 5.65 + 1.24 
3 

+ 4.4 
CF 30.6 26.5 28. 55 - 2.05 

1'csliqo 7.6 6.4 7 + 0.6 

4 
4.B 37. 2 33. 5 + 3.7 CF 29.8 -

Test iyu 7 7.B + 7.4 - 0.4 
5 

.....___ -- - 4.5 
CF + 32,1 27.B 29 .95 - 2.15 

- a No se reali?.Ó 
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I11d1v1duo 

Test.1.yo 

cr· 

To"tl")O 

2 
CI' 

'J'cstic¡u 

CI' 

Test HJU 

--------· 
cr 

TctJtlqu 

Cf' 

- a llu St! crn.:011L 1Ú 

T.ohlc1 XI l 

Rmr.p1-
m1ento· 

'º 

l J l 
1 

"J 

'l'lf•Cl:i dt• Aliorr .a• !11lll!h &11.Ju,·i11.i1.1 011 LJ11fu.:J lüti IJum •. rno~ pc>t 

t'i .. :l11f11~;f.11n1d.i t1!1 J•l 'Hi•\m; 1~1 du l::;11ZH1'·1&:.i Hot.llJÓl icu; 

( ~.'!) 

'l'l(·•"' du Allcrr.1ci<>lluti/IUO Célul<1~ 

Id llJH 

1 x¡.. 1 I 

l<1Jm1iim11•1i- rw.i1n·- Mliltlples 
l·i•; qtu:i 

+ 

.. + 

3. 5 o. 5 

11 11 17 ! L 

4.5 ! 0.5 

U.E. 

Múltiples 

o 1.s ! 1.s 

----- -- t-· 
____ .._ ____ ._ ·---

i----------+-----~--+------
l~ 19. 5 ! 4.5 l. 5 o.~ 

! o 
ú 

22 l..! 17 -

+ a Ul> ~e ru.ll iú", 
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a) Rompimientos.- Se consideran T0111Jimicntos a las discontinuidades pre~ 

sentadas en la cadena de .Ar.!11, incluyéndose bajo esta clasificaci6n UI! 

bién las brechas. El daño fundamentalmente es del tipo cranatídico, los 

escasos rompimientos del tipo isocromatídico fueron incluídos en este 

grupo. 

b) Rearreglos. - La única clase de rearreglos que se encontr6 fue de tipo 

cromatídico observándose tan solo algunas figuras tetrarradiadas, caraf 

terizadas por el acomodamiento anonnal de un par de cromosomas lo que 

se traduce en una configuraci6n de 4 brazos. No se observaron rearre -

glos cromos6micos como son los anillos y dicéntricos. 

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

que varios o todos los cromosomas se observaron fragmentados. 

En todos los individuos estudiados el daño observado se debi6 pri_!! 

cipalmente al incremento en el número de rompimientos cromatídicos. En lDlO 

de los individuos,,el rlimero 3, se encontr6 en las dos ocasiones en las 

que se cstudi6, un incremento notorio en el número de células con aberra

ciones núltiples. (Fig. h). 
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DISCUSION 

La utilizaci6n del cultivo de linfocitos hunanos para la evaluaci6n 

del riesgo mutagénico para el hanbre, derivado de la exposici6n a agentes 

químicos. requiere de la adici6n de sistemas enzimáticos capaces de llevar 

a cabo su transformación metabólica en fonna similar a como ocurre en el 

organismo. La fracción microsomal, derivada de la centrifugación de homoge

nados hepáticos de rata "59", ha sido ampliamente utili:ada en las pruebas 

de genotoxicidad realizadas con sistemas bacterianos y aún lineas celulares 

de fibroblastos en cultivo (Tabla II); sin embargo son escasos los reoortcs 

de su empleo en el cultivo de linfoci tes (Tabla II I). La ciclofosfamida es 

el fánlUlco que más ha sido evaluado en este sistema: de los 11 trabajos 

(1,1R,30,32,38,39,40,41,54,64 y 70) en que se estudian sus efectos in vitro 

solamente 1 sefiala que influye sobre la prol iferaci6:·. celular; 6 indican C,! 

pacidad de inducir I.C.H. y 4 mencionan actividad clastogénica. La infonna

ción que se obtiene en estos trabajos acerca de la actividad clastogénica 

es parcial; sólo 2 de ellos utilizan la fracción "59", uno de ellos (54) en 

el que se emplea come testigo positivo, menciona oue nroduce diferentes ti

pos de aberraciones cano brechas, rompimientos, fragmentos y translocaciones, 

sin dar datos numéricos al respecto, el otro tnbajo (3S), como discutiremos 

más adelante, tan solo evalíia rearreglos cranatídicos, los cuales represen

tan un solo tipo de daño. Los estudios acerca de la actividad inductora de -

I.C.H. aunque más cmplctos, en su mayoría incluven a un solo individuo y -

llevan a cabo Wta detcnninaci6n única en un sólo 011tivo de linfocitos. 
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El objetivo principal de este trabajo consisti6 en estandarizar el 

uso de la fracción microsomal "S9" para piuebas de 111.1tagénesis quimica 

en cultivos de linfocitos; al mismo tiempo, ante el hecho de que la info!. 

maci6n existente sobre la acci6n de la ciclofosfamida en este sistema es 

incompleta, consideramos de interés evaluar los afectos genot6xicos de d.!. 

cho fánnaco en presencia de la fracción akrosomal "S9", con el prop6sito 

de estudiar la reproducibilidad del sistema en funci6n del tiempo y de la 

respuesta de los linfocitos de diferentes individuos, asi como de establ~ 

cer un control hist6rico que pennita detectar variaciones en el sistema 

debido a agentes externos. Debe entenderse que individuos con una sensib.! 

lidad particular a los fánnacos pueden JOOstrar mayor o menor efecto a la 

ciclofosfamida que los establecidos durante la estandarizaci6n de su em

pleo como control positivo. 

En lo que se refiere a los <latos acerca de la proliferaci6n celular 

de linfocitos en presencia de ciclofosfamida, nos encontramos con un solo 

estudio de Madle (41) que n:.'¡)Orta una relaci6n dosis-respuesta, en la que 

al atunentar la dosis de la droga se incrementa el número de células en 

primera divisi6n; en dicho trabajo se incorporo al cultivo el sistema de 

transfonnaci6n metab6lica dentro de una bolsa de diálisis. En el presente 

estudio no se encontr6 que la concentra.::i6n de ciclofosfamida utilizada 

alterara la proliferaci6n celular. E.~ta aparente incongn.1encia ¡x.iedc de

berse a las diferencias metodol6gicas ya rpe Madlc (41) reporta que la 

concentraci6n de la frac.ci6n nticrosOl!la.l , J.a de los cofactores, influyes\ 

en la prolifcraci6n celular. Asf. con ama concentración de 0.5 -~ de pro ~ 
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teínas microsomales por mílilitTo de cultivo, que es la concentraci6n de 

"59'' más cercana a la eq¡leada en el presente trabajo (0.473), t.tidle (41) 

señala que la proliferaci6n celular no se vi6 af ectadna pesar de usar con 
centraciones de ciclofosfamida mayores a ¡a.:; nuestras. Cabe mencionar que 

es r'eO'.llllendable el uso de concentraciones de la fracción "59" y de cofact~ 

res en las que, aún con la droga no se altere la prolifcraci6n celular, 

para que el efecto que se evalúa no se vea ernnascarado por la inhibici6n 

de la división celular. 

La evaluación de la proliferación .:elular cano un índice más en las 

pruebas de lll.Jtagenicidad en los cultivos ie linfocitos, ha sido introduci 

do nuy recientemente y se ha reportado qt:e puede rnriar en función de: las 

condiciones del cultivo (14,16), la edJJ je los donadores (66) y la adi -

ci6n de ciertos agentes químicos (15). 

No encontramos ninguna evaluaci6n acerca Je la reproducibilidad de 

los datos sobre la cinética de proliferación celular a través del tienp>, 

mientras que los nuestros indican que, ne obstante que los datos obtenidos 

en el individuo 5 se presentaron discrepancias, no hay variaci6n cstadíst.!, 

caJDCnte significativa entre los resultados de los experimentos del grupo I 

y los obtenidos durante la repetici6n ée dichos experimentos por lo tanto 

tal Jiscrepancia puede ser consecuencia de problemas técnicos. 

Con respecto a la inducct6n de aberraciones croroosáaicas cm ciclo.:. 

fosfamida !!! ~ el grupo de Maclle y 1.'-'e (38,39,40) ha reportado la ut.il.! 
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wci6n de diferentes sistemas de activaci6n metab61ica adicionados a los -

cultivos de linfocitos hunanos, de 6stos el uso de la fracción "59" es el 

que ha dado los mejores resultados. Los datos obtenidos en el presente es

tudio son poco cootparables con los datos obtenidos en el trabajo en el que 

Madle y Obe utilizan la fracción "59" (39), fundamentalmente norque la co.!!_ 

centraci6n menor de ciclofosfamida que utilizan (2 x 10·4 M) es mayor a la 

utilizada en el presente trabajo (1.3 x 10· 5 M). Además, en el trabajo de 

~ladle y Obe solo evalúan la inducción de rearreglos cromatídicos que es -

uno de los tipos de daño cromos6mico que en el presente estudio se encontr6 

en una frecuencia muy baja. El número reducido de reportes acerca de la ac-

tividad clastogénica de la ciclofosfamida en linfocitos en cultivo se debe 

posiblemente al hecho de ::ue en otros sisteinas de prueba (8,lB,61) la ciclo 

fosfamida ha mostrado, cerno nruchos otros agentes alquilantes, ser muy buen 

inductor de I.C.H. y es rr.ás fácil evaluar I.C.H. que aberraciones cromosémi 

cas, lo que posiblemente influyó en que se estudiara preferentemente éste -

efecto. 

Los datos obtenidos en el presente estudio indican que la ciclofosf!!_ 

mida en presencia dC' "S9", en el sistema Je linfocitos humanos, se canporta 

com:i un agente clastogénico. Como la mayoría de los agentes químicos, la ci-

clofosfamida produjo un incremento principalmente en rompimientos de tipo -

cranatídico (Tabl11 XII), lo que indica que es un agente dependiente de la f!. 

se S del ciclo celular, es decir que requiere ouc el ADN se duplique para -

Q1X' pueda fijarse el dafio (51). 
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En la Tabla Vl se presentan los estudios que se han reportado acerca 

de la actividad inductora de I.C.H. de la ciclofosfamida en el cultivo de -

linfocitos con activaci6n metabólica. El análisis de los datos resumidos en 

esta tabla indica que, a pesar de la utilizaci6n de concentraciones simila

res de ciclofosfamida, se encuentran grandes variaciones en la capacidad in

ductora de I.C.H. Ahora bien, los trabajos de White y Heskcth (71), muestran 

que el tiempo en el cual se administra la droga es importante y que existen 

diferencias cuando dicha administración se lleva a cabo al inicio del culti

vo 6 46 horas después de iniciado éste. En efecto, en el primer caso la fre

cue-ncia de I .C.1-1. no se altera significativamente, mientras que en el segun

do se observa un clarc incremento que alcanza su máximo tras dos horas de e! 

¿o~ici6n; y al aLUncntar el tie;r.po de exposición se traduce en un efecto t6xi_ 

co que se manifiesta como una disminución en el número de células en división. 

Estos hallazgos aunque no son discutidos por los autores podrían explicar los 

valores tan bajos de I.C.H. cbtenidos por Inoue '!col. (32) y por Abe )' col. 

(1 .: , :·a que ambos adr.:inistran la ciclofosfamida al iniciarse el cultivo. 

Con base en el trabajo c!e Zhurkov y Yokovenko (74), en el que la acJmi 

nistraci6n de diferentes agentes qufaicos a cultivos de linfocitos de 22 hs -

produjo el mayor efecto, en nuestro estudio orytamos por agregar la ciclofosf.!!_ 

11ida siguiendo un esquema similar. Cooio resultado se obtuvo un pranedio de -

28.4 I.C.H. y lll\ increroonto en su freaiencia de 4,8 veces con respecto a los 

cultivos testigo. 
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Estos resultados coinciden con los de Madle (41) y Takehísa y KaJl! 

ya (64)quienes al administrar cíclofosfamida a las 46 y 48 horas de OJlt! 

vo en concentraciones de l. 7 x 10- 5 }' 10- 5 M respectivamente (nuy cercanas 

a la empleada en el presente trabajo 1.3 x 10· 5 M ), reportan un promedio 

de I.C.H. de 26 y 29.6 respectivamente. Por lo tanto puede concluirse que 

no hay diferencias en los efectos resultantes de la acci6n de la ciclofos 

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

Consideramos que los efectos en funci6n del tiempo en que se lleve 

a cabo la adici6n de la ciclofosfamida a los cultivos, pudiera estar rel! 

cionaéo, como lo ha señalado Sasaki (55) con el hecho, de que la célula 

es capa: de repnrar el daño n lo:: cromcsomas si este ocurre antes de la 

fase de Juplícación, mientras que, si el daño se produce llllY cerca de la 

fase S la célula no tiene suficiente tiempo para llevar a cabo dicha re· 

paración .. Mora blen, cuando se agrega la droga a las 22 o a las 46 ;· .is 

horas, las ce lulas se encuentran al rededor de la fase S de Juplicaci6n 

del AD:V, por lo tanto no son capaces de reparar con exito el daño pravo· 

cado por ellas. Por el contrario cuando se adiciona al inicio del cultivo 

las celulas estan en G0 o en todo caso en G1 y por ello reparan mejer las 

lesiones. 

Cabe sefialar que los valores de l .C.H. mencionados (29.6 y 23.-1) 

no son unicamentc ,.-alares indi\'idual<.>s sino valores promedio de 2 y 3 indJ. 

víduos rcsp<->ctivami:-nte, westreaJos en tma y en dos ocasiones respectiva· 

mente. Si se consideran los valores obtenj<los para cada indivich.Jo en cada 

1 
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ocasi6n, se cno.1entra que tanto en nuestro estudio (I.C.H. y aberraciones) 

como en otros reportes (34,54), se presenten variaciones en la respuesta 

individual a la!' drogas. Recientemente Gebhart y col. (23) y Crossen (17), 

han reportado que detenninados individuos son más suceptibles a la acci6n 

de agentes 111.ltagénicos y se ha planteado la posibilidad de que estos indi 

viduos pudieran tener un riesgo mayor de desarrollar un cáncer. 

La susceptibilidad individual además adquiere especial i•rtancia 

en el diseño de estudios de mutagenicidad, ya que es probable que si se !!. 

tilizan donadcres de baja sensibilidad los mutágenos débiles pudieran no 

ser detectados. Ante estos hechos es recomendable la utilizaci6n cuando 

menos de tres donadores para los ensayos de nn1tagenicidad in vit:-o. 

Con respecto n la reproducibilidad de los datos nos encontramos que 

los tre indi\·iduos estudiados en dos ocasione~ muestran una res!"esta homo 

génca tanto par;;. aberracionc!' como para I .C.11 .. Estos hechos indican que: 

1 J Se logr6 estandarizar el uso de la fracciAn microsomal acoplada al cu!_ 

tivo de linfocitos humanos. 2) Q-1c la ciclofosfarnida es un buen control 

positivo. 3) Q-.¡e puede ser utili:ada como control hist6rico y sin•e para 

verificar el f..mcionamiento de l:is Jiferentcs fracciones "59" que se uti-

1 icen. 4) ()Je puede servir como referencia para detenninar la actividad 

nutagénica de otros drogas que requieran de la activación meta06lica para 

mostrar sus cfcctos. 
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