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RESUMEN

Se analizd el efecto de la cisteamina sobre la induccién de -
Intercambios entre Crométides Hermanas CH) por radiacibén -
gamma, asi como el efecto sobre cambios radioinducidos en -
otros eventos citogenéticos como Indice Mitdtico (IM}; Tiem-
po Generacional Promedio (TGP) y Rupturas Cromosfmicas (RC),-
en células de médula &sea de ratdm in vive.

También se determind la eficiencia de diferentes dosis de cis

teamina sobre los cambios radioinducidos en lcs parametros -

anteriores.

Se observdé que la cisteamina tiene la capacidad de proteger a
las células contra la induccidn de ICH por raycs gamma en for
ma dosis-dependiente.

Por otro lado, no se observé que la cisteamina pudiera evitar

los cambios radioinducidos sobre el IM, TGP y RC.

No se observd citotoxicidad ni genotoxicidad colateral provo-

cada pcr la cisteamina per se sobre los parametros analizados.

Los resultados sugieren cue la induccidén de ICH se da por la
via indirecta de produccién de dano por radiacidn, ya que la
cisteamina tiene la capacidad de evitar tal efecto por la cap
tacidén de radicales libres. El efecto de la radiacidn sobre
el IM, TGP y RC sugestivamente se producen por la via directa

va que no pueden ser evitados por la cisteamina.



INTRODUCCION

La radiacién ionizante forma parte de la naturaleza y ha exis-
tido siempre como parte integral del Universo. Desde el ori-
gen de la vida hasta el presente, los organismos vivos han es-
tado constantemente expuestos a la radiacién. De hecho, la vi
da como la conocemos en la Tierra ha evolucionado en medio de
la radiacidén y tal vez gracias a ella.

Las fuentes naturales de radiacién est&n constitufdas por los
elementos radiactivos que existen en la naturaleza y por los

rayos cdsmicos que provienen del espacio exterior.

Actualmente, existen ademds otras fuentes de radiacién produci
das por el hombre tales como aparatos de rayos X, aceleradores
de particulas, radioisbtopos producidos artificialmente y reac
tores nucleares, utilizados para la investigacidn cientifica y
para sus aplicaciones en la medicina, agricultura, industria ,

ete.

La radiacién puede ser benéfica y tal vez sea uno de los facto
res mds importantes que determinen la evolucién y adaptacién
de los organismos al medio ambiente, pero también puede provo-

car consecuencias muy daninas.

El amplio uso de la energia atdémica en varias dreas del conoci
miento humano como Fisica, Quimica y Biologia, asi como sus a-
plicaciones tanto en la industria como en la medicina ha proveo
cado que el estudio del dafio inducido por las radiaciones sobre

los organismos adquiera gran importancia.

-;;Tomando en cuenta que el ADN (&cido desoxirribonucléico) es la
molécula portadora de la informacidn genética de la cual depen



de la transmisién de las caracteristicas genéticas de una cé&lu-
la a sus descendientes, y que ademds determina la estructura y

regula la funcién celular, se considera que cualquier dafio que

sufra esta molécula serd de gran importancia para todo el orga-
nismo¢—

Varios autores han reportado la capacidad de la cisteamina pa-
ra reducir algunos dafos inducidos por radiacifn, a este efec-

to se le conoce como radioproteccién quimica.

> En el presente trabajo de investigacibén, se realiza un anflisis
del efecto gue tiene la cisteamina sobre le induccidn de Inter-
cambios entre Cromdtides Hermanas (ICH) por radiacidn gamma y
sobre otros parametros citogenéticos como Indice Mitdtico (IM),
Tiempo Generacional Promedio (TGP) y Rupturas Cromosémicas (RC)
en células de la médula &sea de ratbén in glggféh—



1. DARO INDUCIDO POR RADIACION

1.1 Dano Directo e Indirecto

Los efectos de las radiaciones ionizantes sobre los organismos
vivos pueden manifestarse a diferentes niveles de organizacibn
y son directamente dependientes de la dosis y del tiempo duran

te el cual se suministre dicha dosis.

Esta puede ser recibida en forma aguda durante unos cuantos mi
nutos o en forma contfinua a lo largo de varios meses.

Cuando las cé&lulas son irradiadas, el dafo a nivel molecular
puede ser provocado en forma directa o indirecta.

En el primer caso el dano se produce por la ionizacidn directa
de alguna molécula como una enzima o un &cido nucléico; esto
provoca rearreglos en la estructura y por lo tanto altera la
funcién molecular.

En el segundo caso, se provoca el dano a través de radicales li
bres producto del rompimiento de puentes guimicos, cuando estos
radicales libres reaccionan con otras moléculas orgédnicas provo
can alteraciones severas.

Existen varios tipos de radiaciones ionizantes como son los ra
yos X, rayos Y , rayos c6smicos, particulas ¢ , partfculas B8 ,
neutrones y protones. Estos pueden causar dafio tanto por la

via directa como por la indirecta.

La ionizacién no es un proceso selectivo, los constituyentes

més abundantes de un sistema complejo tendrdn m&s probabilidad
de ser ionizados. El elemento predominante de la materia viva
es el agua por lo que &sta es la molécula en donde mds probable

mente las ionizaciones pueden ocurrir.

Los radicales libres son &tomos o moléculas que tienen un elec
trén no pareado. Cuando la radiacibén ionizante interactfia con



el agua, se forman dos tipos de radicales libres:

rayos + H20 ——> H* + OH"
Hidr6geno Hidr6xido

(radicales libres)

La recombinacibén de los radicales libres anteriores produce
las siguientes moléculas:

H® + H — H2

OH" . % QR ————> 1-1202
El exceso de oxigeno durante la irradiacién de la cé&lula per-

mite la formacién de radicales libres adicionales:

H + 02 R HOZ

Hidroperfxido
(radical libre)

HOé + HO2 —_— H202 + (0]
Cuando alguna molécula orgénica (RH) se combina con el radi-

cal libre hidréxido, se forma el radical orgdnico (R"):

RH + Of? ——=——"%R" + H

(radical libre
orgénico)

El radical libre org&nico (R°) se combina con el 0, y se for-
ma el radical libre perdxido (ROé)

. .
R + 02———-———11102

Perdxido

(radical libre)



En base a lo anterior, el exceso de 02 permite la formacibn de
dos radicales libres adicionales gque son el Hidroperéxido (HOé
y el Peré6xido (ROé). Esto cuenta para el incremento de dafio

por radiacibn en presencia de un exceso de oxigeno.

La mayorfa de los radicales libres son de vida corta y flcil-
mente se combinan entre si. El tiempo de vida de los radicales

-10 segundos. Sin embargo,

libres es generalmente menos de 10
existen algunos radicales derivados de sustancias org8nicas

complejas que son estables y no se combinan rdpidamente. Debi-
do a que los radicales libres contienen electrones no pareados
son muy reactivos y pueden oxidar o reducir las moléculas bio-
l6gicas dentro de la c&lula. Los radicales libres OH® y HOé

son agentes oxidantes, mientras que el radical H® es un agente

reductor.

Los dafios por radiacién son producidos tanto por la via de la
ionizacidén como por la via de la produccibn de radicales li-
bres. Las condiciones experimentales determinan la contribu-
cibn de cada via al total del daho producido. No existe una
técnica de ensayo que permita cuantificar el dafo producido
por ionizacibn y el dano producido por radicales libres; sin
embargo, se pueden disenar experimentos que ayuden a estimar
si el dafio producido en las moléculas es debidc principalmen-
te a su ionizacidn o a su interaccién con radicales libres.
Aquellos efectos de la radiacién que pueden ser modificados
por el tratamiento pre-exposicién'con algln agente radiopro-
tector deben ser producidos principalmente por la accibn in-
directa. El dano producido por la via directa no es modifica-
ble (1)°

1w2 Dafno sobre los Organelos Celulares

Los proceso metab6licos celulares est&n coordinados por el nf

cleo y por los organelos celulares.



Si una célula es irradiada, los organelos celulares se pueden
ver afectados tanto en su morfologia como en su fisiologia, de
tal forma, los primeros cambios citoplasmidticos apreciables
son vacuolizacidn, protuberancias, desintegracién de mitocon-
dria y reticulo endoplésmico, asi como cambios en el aparato
de Golgi y reduccibn en el nfmero de polisomas. Estos cambios
traen consigo serias alteraciones en la célula lo que puede

provocar su muerte.

El dano provocado por radiacifn sobre los organelos celulares
depende de algunos factores como dosis total, razdén de dosis,
forma de administracibdn de dosis (sencilla o fraccionada), ti-
po de radiacidn, radiosensibilidad celular y condiciones medio
ambientales.

1.3. Dano sobre el ADN

En general, el nGcleo celular es considerado como la parte més
radiosensible de la célula. En é&ste se encuentra la cromatina
en forma dispersa cuando la célula no estd en divisibn, y en

forma de cromosomas cuando la célula va a dividirse.

Los cromosomas estén conformados por moléculas de ADN gque con-
tienen la informacidn que controla el comportamiento, crecimien
to y diferenciacidén celular por lo que cualquier dano en ésta
puede afectar a todo el organismo.

La radiacidn sobre el ADN produce varios tipos de dafio como rom
pimientos de los puentes de hidr&geno, rompimiento de cadenas
(dobles y sencillas), enlaces cruzados, alteracién en el esguele
to azlcar-fosfato, danoc en las bases nitrogenadas. Esto puede
traer como consecuencia la inhabilidad del ADN para actuar como
templado en la sintesis de nuevas cadenas de ADN o en la trans-
cripcibdn.

El ADN de cadena sencilla es m&s efectivoc como templado que el
de cadena doble; sin embargo, cuando el ADN es irradiado in vi-



tro, la cadena sencilla es mé&s radiosensible que la doble (2)"

Varias propiedades del ADN muestran alteraciones después de un
tiempo de la irradiacién (750 - 1000R) algunos cambios en estas
propiedades como sedimentacidn y capacidad para servir como tem

plado pueden ser la causa de la muerte celular.

En virus con ADN de doble cadena se considera que una ruptura
doble es letal, mientras que en las células de mamifero se re-
guieren mfiltiples rompimientos sencillos y dobles para producir
la muerte celular, ya que ademds de que la molécula es mucho
mds larga existe una estrecha relacién del ADN con histonas y o

tras proteinas cromosémicas (3)"

Por otro lado, la mayoria de las células de mamifero son més ra
diosensibles en la etapa de interfase del ciclo celular, especi-
ficamente en sintesis (S). Dependiendo de la dosis se podrd ob
servar o no dano cromosémico en células mitéticas. Se ha sugeri
do gue los rayos X inducen muerte celular como resultado del da

no en la estructura de la cromatina.

También se ha observado que en células HeLa y en células de ova
rio de hamster Chino la sintesis de ADN se reduce al 50% cuando
las células son irradiadas con rayos X (500 -750 R) en la fase

ol e

El mecanismo exacto por el que se deprime la sintesis del ADN

por radiacidén no se conoce completamente; sin embargo, se propo
ne que dicha alteracidén se debe a que la actividad de la ADN po
limerasa decrece, o bien a que el tamano del "pool" de los precur
sores del ADN se altere ya sea por cambios en la permeabilidad
de la membrana, o por alteraciones de otros factores bioguimicos

necesarios para la sintesis de nucleStidos y nucleésidos.

Las proteinas son producidas por la traduccién del dcido ribonu-
cléico mensajero (ARNm) que a su vez es producto de la transcrip
cidén del ADN. Las enzimas llevan a cabo las reacciones metab&li



cas, por lo tanto, cualquier cambio en la secuencia de las bases
del ADN se expresard como error en la secuencia de aminodcidos de
la proteina y ésta no podré llevar a cabo su funcién o la reali

zara en forma deficiente. Sin embargo existe el sistema de re-

paracidén celular que puede corregir los dafos en el ADN. Este
sistema puede operar de manera "fiel" o "infiel" , en el primer
caso, se repara el dafio y se sigue conservando la misma secuen-
cia de nuclebtidos dando origen 2 una cadena normal, V en el se-
gundo caso, se repara el dano pero hay una alteracién en la se-
cuencia de nucledtidos; este evento se define como mutacién ,-
que es heredable y parece ser a largo plazo la consecuencia
principal del dafio provocade por radiacién sobre el ADN (fig. 1).

Las mutaciones, aberraciones cromosémicas, retardo mitdtico, in-
hibicién mitbtica permanente, alteracién meiftica, muerte en in
terfase y muerte celular instantdnea son las principales conse-

cuencias de la radiacidén sobre el ADN Como el ADN es el

(3)°
principal componente de informacibén transmitida a través de su-
cesivas generaciones celulares, el dano en éste trae consigo se
rias consecuencias sobre todo si el dafio es permanente ya que a

fectarid el comportamiento futuro de la célula.

1.4 Dafnoc sobre la Actividad Enzimitica

También se ha reportado que la radiacidén X sobre cé&lulas de ma-

mifero incrementa la actividad de algunas enzimas, mientras gue

reduce la actividad de otras. Las enzimas son mds radiosensibles
durante el periodo de su sintesis y se vuelven altamente radio-
resistentes después de haber completado dicho periodo.

Estos efectos de la radiacidén pueden manifestarse de diferentes
maneras dependiendo del tipo celular que se trate, por ejemplo
en células de neuroblastoma irradiadas con rayos X, se observa

un incremento en la actividad de algunas enzimas involucradas en
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la ruta metab6lica de la catecolamina; asi como también se in-
crementa la actividad de algunas enzimas lisosomales como la

ARNasa encélulas de céncer uterino irradiadas No obstan-

(3)"
te se ha reportado gue la radiacibn X inhibe la actividad de.
algunas enzimas del higado como la triptofano pirrolasa, y la
actividad de varias enzimas del tejido intersticial como la des

hidrogenasa del &cido succinico (3)°

La sintesis de muchas enzimas como la timidina cinasa y la ADN
polimerasa que son importantes en la sintesis del ADN, asi co-
mo la monoamina oxidasa que es una enzima mitocondrial que jue
ga un papel importante en la deaminacidn de las aminas biogéni
cas, son de vital importancia para las células,'pog lo tanto,

cualquier alteracién en la sintesis enzim&tica puede provocar

dafos celulares severos (3)°

1.5 Dano sobre el Metabolismo Celular

Tambi&n se han observado los efectos de la radiacibén a nivel
del metabolismo celular. Por ejemplo, la glicblisis-se incre-
menta marcadamente en timocitos después de ser irradiados, mien
tras gue en las células cerebrales la velocidad de este proceso
metabdlico decrece a dosis de radiacibn equivalentes a 9000 R
(3)° El contenido de glucb6geno en el cerebro de rata se incre
menta notablemente después de la exposicibn a 1500 R (3)° Por
otro lado, la eficiencia de la fosforilacibn oxidativa decrece
principalmente en los tejidos linfoides después de la irradia-

cién.

Es importante hacer notar que los pardmetros bioguimicos mencio
nados requieren estricto control ya que sus niveles .parecen va-
riar con la edad, sexo, raza y tiempo de ensayo. En general se
puede decir que la intensa investigacibén sobre los efectos de
la radiacién ionizante a nivel molecular ha incrementado el co-
nocimiento sobre el mecanismo de produccibn del dafo radioindu-

cido.(3)-
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2 MEDICION DEL DANO GENETICO

Existen varias formas para medir el dano genético causado por ra
diaci6én. La posible utilizacién de sistemas tanto in vitro como
in vivo ha permitido la realizacidén de numerosos estudios al res
pecto. Se han determinado varios pardmetros que se toman en cuen

ta para evaluar el dano radioinducido a nivel celular.

Tales pard&metros incluyen rompimientos de cadena sencilla o doble
en el ADN, % de muerte celular, % de supervivencia celular, % de
sintesis de ADN, frecuencia de aberraciones cromosémicas estruc-
turales (fragmentos, anillos, dicéntricos y translocaciones reci
procas) y numéricas (poliploidias y aneuploidias), Indice mité
tico, frecuencia de micronficleos, tiempo generacional promedio e

intercambios entre cromdtides hermanas.

2.1 Intercambio entre Cromdtides Hermanas (ICH)

El ICH representa el intercambio de doble banda entre las molé-
culas de ADN de las cromitides hermanas de un mismo cromosoma.
Tales intercambios gue son detectados en preparaciones de cromo
somas en metafase involucran rompimientos y reuniones del ADN,
pero las bases moleculares de la formacién de ICH no se conocen
a fondo.

254 Antecedentes

El primer trabajo que sugirid la existencia de I(H fué el reportado
por McClintock en 1938 (4)
anillo de células de mafz se separaban normalmente durante la di

quien observSé que los cromosomas en

visién celular, pero que eventualmente, daban lugar a la forma-
cién de cromosomas dicéntricos del doble del tamafno original.
Sin embargo, la falta de conocimiento sobre la estructura de la
cromatina no permitié sugerir algfin modelo de la formacidn de
estos anillos dicéntricos y el fenfmeno di It tuve sujeto a
la especulacién por varios anos (fig. 2).
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" FIG. 2. CROMOSOMAS EN ANILLO, McCLINTOCK (1938).
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Posteriormente, Taylor en 1957 ( 5,‘o}atuw:a la primera evidencia
directa del ICH con la ayuda de técnicas autorradiograficas y cé
lulas de Bellevaria romana. Permitiendo la duplicacién de los

cromosomas por un ciclo en presencia de timidina tritiada (3HdTJ

seguido por un ciclo en un medio no radiactivo, observé gue los
cromosomas presentaban una cromdtide marcada y otra sin marcar.
Siguiendo la distribucién del &cido desoxirribonucléico (ADN)
marcado a través de sucesivas divisiones celulares en ausencia
de 3HdT, Taylor observé que la cadena original de ADN es conser
vada durante la duplicacién y que se distribuye de una manera
precisa en cada divisién celular. Con esto se demostrS la du-
plicacién semiconservativa del ADN y la presencia de una sola
molécula de ADN de doble banda por cromidtide (fig. 3).

También observé que frecuentemente se presentaban alteraciones
en el marcaje de los cromosomas en segunda divisidn, ya que al-
gunos fragmentos de la cromitide marcada se intercambiaban con
fragmentos de la cromdtide hermana no marcada. Este hecho cons
tituyé la primera demostracién inequivoca del fenémeno de ICH.

2.1.2 Técnicas para Detectar el ICH

La utilizacién del método autorradiogréfico convencional no cons
tituyS un sistema muy adecuado para detectar ICH debido a la re
solucién limitada del mismo y al requerimiento del uso del tri-

tio gue induce ICH per se.

Latt en 1973 (6)
con mayor resolucién gue no requeria el uso de timidina tritiada. Esta

desarrollé un nuevo método para detectar ICH's

técnica se basa en la incorporaci6én del anfdlogo de base 5-bromo-
2'-desoxiuridina (BrdUrd) durante dos ciclos replicativos o al
menos durante el primero de ellos. Posteriormente se tinen los
cromosomas con un colorante fluorescente bibenzimida 33258 -
Hoechst y debido a que los &tomos de bromo del andlogo reducen
la fluorescencia del colorante, al analizar las preparaciones

en el microscopio de fluorescencia la cromdtide que se encuen-
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FIG. 3. EXPERIMENTO DE TAYLOR, (1957).
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tra bifilarmente sustituida por BrdUrd se observa opaca mien-
tras que la crom&tide unifilarmente sustituida se observa bri
llante. También se pueden utilizar otros colorantes fluore——
scentes como la guinacrina, naranja de acridina, proflavina,
etc. Esta alternativa constituyé una técnica de alta resolu-
cién ya que es posible detectar conclaridad intercambios de seg-
mentos tan pequenos como lo permita la resolucién del microsco-
pio 6ptico. Sin embargo, este método tiene la desventaja de que
la fluorescencia de las cromdtides tefiidas se desvanece ré&pidamente.

Posteriormente Perry y Wolff en 1974 desarrollaron el mé

todo llamado Fluorescencia Plus Giems; 7)(FPG} el cudl consis
te en dejar las cé&lulas durante dos ciclos de replicacidn en
presencia de BrdUrd y después tenirlas con Giemsa. Las cro-
m&tides bifilarmente sustituidas con BrdUrd se tinen mds dé-

bilmente que las unifilares (figs. 4y 5).

Esta técnica permite la tincién diferencial entre ambas cromd
tides asi como la detecci6n inequivoca de ICH y la obtencién
de preparaciones permanentes que faciliten la observacidn.

Esta técnica requiere del usc de luz solar, luz ultravioleta
o luz de mercurio por diferentes periodos después de la tin-
cién con 33258 Hoechst. La exposicién a la luz produce una
reaccién de fot6lisis en el ADN doblemente sustituido por Brd
Urd y esto reduce la tincidén con Giemsa, mientras que en la
cromdtide unifilarmente sustituida el Giemsa tine normalmente
permitiendo una tincién intensa. De esta manera se obtiene
una clara diferenciacién de las cromidtides hermanas y prepa-

raciones permanentes (8)"

Existen varias formas para administrar la BrdUrd in vivo, co-
mo la aplicacién de inyecciones intraperitoneales mfltiples de
solucién de BrdUrd, infusiones subcutdneas, intravenosas, o por
implantacién subcuté&nea de una tableta de BrdUrd (9"
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FIG. 4. DIFERENCIACION DE LAS CROMATIDES HERMANAS POR
MEDIO DE LA TECNICA "FLUORESCZINC. PLUS GIEMSA".
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Otro método alternativo para la administracién de la BrdUrd es
la inyeccidn intraperitoneal de BrdUrd adsorbida a carbén acti
vado, este método ademds de ser sencillo ha permitido obtener
una clara diferenciacién entre las cromdtides hermanas tanto en
espermatogonia como en células de la gldndula salival y de la
médula 6sea (10) *

2.0k03 Significado Biolégico

El desarrollo de la técnica de diferenciacidn de las cromitides her-
manas ha facilitado la investigacién acerca del fenbmeno de ICH,

aunque su significado biocldgico no se ha podido establecer.

Se ha demostrado que la induccién de ICH por rayos U.V. en cé&-
lulas de hamster Chino puede ser provocada en cualgquier etapa
del ciclo celular siempre y cuando se produzca una lesién per-
sistente que se mantenga hasta la etapa de sintesis. Esto su-
giere que es durante la sintesis cuando se lleva a cabo el in-

tercambio de doble banda (11) *

Kato en 1980 estudiando la relacién entre la duplicacién

del ADN y el éégjobservé que la frecuencia de ICH inducida por
la luz azGl fluorescente parece incrementar como se incrementa
el nlmero de puntos de sintesis del ADN. Esta relacibén consti
tuye una evidencia de que el sitio de interceambio estd confina

do a la horquilla de replicacién.

Schvartzman y Gutierrez en 1980 observaron gque la mayor fre

(13)
cuencia de ICH inducida en meristemos de Allium cepa se detec-
ta cuando el dano por luz visible se induce en la fase de sin-

tesis (S). La efectividad de este tratamiento para inducir ICH

decrece conforme la célula pasa de S a Gy

Estos resultados sugieren por un lado que la luz visible solo
induce ICH si la radiacién coincide con la etapa de sintesis
(S), y por otro lado que el incremento de ICH es menor mientras
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mayor sea el periodo entre la induccién de dano y la etapa de
sintesis ya gue la cé&lula tendrd mds tiempo para reparar dicho
dano,

j;ﬂambién se ha demostrado que los ICH ocurren en forma esponté&-
nea en células no expuestas al menos en forma intencional a al
glin agente ex6geno inductor de ICH.

Kato en 1974 {14}observ6 que en células pseudopoliploides de N
hamster Chino tratadas con concentraciones entre 0 - 2.0 ug/ml
de BrdUrd la frecuencia de ICH es constante, sugiriendo que es
te es el valor espontédneo de este evento. Por arriba de esta
concentracién la frecuencia de ICH se incrementa en forma pro-

pracional,

Tice en 1976 (15)report6 que no hay diferencia significativa

en la frecuencia de ICH entre las células de rata Wistar tra-
tadas con la minima dosis de BrdUrd que permite la deteccién

de ICH ( 1.9 pg/g de peso corporal) y las células tratadas con
una dosis mayor ( 7.5 ug/g de peso corporal). El valor constan
te en la frecuencia de ICH en células tratadas con BrdUrd entre
1.9 - 7.5 pyg/g de peso corporal indica que el valor promedio de
ICH espontédneo in vivo es de 1.5 ICH/célula.

Asi mismo, se observé que por arriba de este rango de concen-
tracién la frecuencia de ICH incrementa hasta el nivel de satu
racién.

?EpAmbos trabajos sugieren gue los ICH ocurren espontdneamente,
pero que por arriba de determinadas dosis de BrdUrd la frecuen

cia de ICH aumenta en forma dependiente.

También se ha observado que el nivel basal de ICH varia depen-
diendo de las agentes externos utilizados para la deteccién del
mismo como la timidina tritiada o la BrdUrd, o las condiciones
del medio de cultivo, de la sensibilidad celular y la realiza-

cién in vivo o in vitro del experimento (9)"
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Morales - Ramirez et. al. en 1984 detectaron diferentes

valores basales de ICH en distinto;lgéjidos de ratones Balb-C,
obteniéndose el valor mds bajo en células de espermatogonia -
(L.7 ICH/ célula ), para células de médula Ssea se obtuvo un va
lor de 3.5 ICH/célula, y para células de la gl&ndula salival
se obtuvo el valor mds alto de 5.6 ICH/célula. Tal vez en las
c€lulas de gléndula salival el valor de ICH es mayor debido al
uso del isoproterenol para inducir la divisién celular, o tal
vez se acumulan lesiones en el material genético gque se mani-

fiestan hasta la divisién.

Davidson en 1980 observé que incrementando la concentra-

cién de BrdUrd en(éf}medio, la frecuencia de ICH también aumen
ta aunque la incorporacién de BrdUrd en el ADN se mantenga cons
tante a un 60%. Esto sugiere gque el factor que determina la in
duccién de ICH por BrdUrd es la concentracién en el medio y que
el grado de sustitucién juega un papel menos importante. Tal
vez la perturbacién provocada en el metabolismo de los nuclef-
tidos sea la clave para la induccién de ICH por altas concen-

traciones de BrdUrd.

Recientemente, Morales - Ramirez et. El' en 1987 adaptando

el método de la diferenciacién en tres tonos paralfg; células

de médula 6sea de raténm in vivo observaron que la frecuencia de
ICH en células de 12, 22 y 3% divisién en presencia de BrdUrd
aumenta en cada ciclo de divisién. Tomando en cuenta que la in
corporacién acumulativa de BrdUrd es cada vez mayor para cada
ciclo se infirid que la BrdUrd influye de manera proporcional sobre
la induccidén de ICH. De estos datos se estimé que la frecuen-
cia esponténea de ICH es de 0.15 ICH/célula/ciclo celular, la

cual es mucho mis baja que la reportada en trabajos anteriores.

Asi mismo, reportaron que la frecuencia de células sin ICH en
la 1% divisién fué entre 65 y 75% después de tratar los ratones
con 0.25 mg BrdUrd/g de peso corporal.
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La frecuencia basal y la induccién de ICH también se ha estu-
diado entre algunas enfermedades hereditarias caracterizadas
por la inestabilidad de sus cromosomas y la predisposicién pa
ra el desarrollo de neoplasias (is).

El sindrome de Bloom es uno de los casos mds estudiados, las
caracteristicas clinicas de este sindrome son el retardo en
crecimiento, sensibilidad al sol gue se manifiesta como erup
cién en la piel, alteracién en el sistema inmune y predispo-
sicién al cédncer. A nivel cromosémico se detecta un incremen
to en el nimero de rompimientos cromosfémicos y rearreglos en
comparacién con las células normales.

La frecuencia basal de ICH detectada para este sindrome es de
89.0 ICH/célula, lo cual representa un incremento de més de 12

veces el valor control.

Sin embargo, en células de personas que presentan alg@n otro
sindrome autosdémico recesivo con inestabilidad cromosSmica y
predisposicién al caficer, asi como la Anemia de Fanconi y Ata
xia Telangiectasia o sindrome de Louis-Bar, la frecuencia ba-
sal de ICH es igual a la de las células normales (19) *

Varios agentes tanto fisicos como quimicos han demostrado te-
ner la capacidad de inducir ICH. Dentro de los agentes quimi
cos se encuentra la Mitomicina C, Etilmetano sulfonatc , Metil
metano sulfonato (20) 7 Hidroxiurea, aphidilcolin (21}; Porfi-
romicina (22) 7 ete. Dentro de los agentes fisicos se encuen-
tra el calor (23)* ultrasonido (24),luz ultravioleta (11)° luz
visible 13y luz az@l fluorescente (12)’ ¥ radiaciones ioni-

zantes (9, 5, 26, 27, 28, 29) (fig. 6).
Se han propuesto varios modelos para explicar el mecanismo in-

volucrado en la formapidn de ICH.

Uno de los modelos fué propuesto por Painter emn 1980 (30) &N el
gue se sugiere que las lesiones inducidas en =1 ADN producen un
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retardo en la duplicacidbn, esto trae como consecuencia que los
duplicones terminen a diferentes tiempos la sintesis y al 1lle-
gar al nivel del "cluster" (agrupamiento de duplicones) se pro
duzca una ruptura de la banda parental, posteriormente cuando
el duplicén retrasado termine su duplicacién se da una reaso-
ciacibén aleatoria entre bandas parentales e hijas permitien-
do el intercambio de doble banda.

Ishii y Bender en 1980 (31) Proponen otro modelo tomando en
cuenta que algunos inhibidores especificos de la sintesis del
ADN incrementan la frecuencia de ICH tanto basal como induci-
dos por luz ultravioleta. Se postula que cada banda parental
ocasionalmente se rompe en la horquilla de replicacién y que al
gunas veces los extremos libres se unen con las nuevas bandas
hijas recién sintetizadas que tienen la misma polaridad, de tal
forma que surge el intercambio de doble banda.

A este mecanismo se le conoce como modelo de la desviacién re-
plicativa y se ha considerado que constituve un modelo intere-
sante ya que explica la reparacién postreplicativa que permite
la progresién de la sintesis de ADN a pesar de la presencia de

lesiones ademds de que explica la generacién de ICH.

o B ICH como Indicador de Dano

El andlisis de ICH se ha usado como un método alternativo para

detectar mutdgenos fisicos y quimicos.

P00 L O | Ventajas y Desventajas del Mé&todo (32)
El método presenta las siguientes ventajas:
i E.rcelente para detectar agentes alquilantes como

el Etilmetano sulfonato y la Mitomicina C que pro

ducen aductos en el ADN.
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Sin embargo,

Es un método mds sensible que el de aberraciones

cromosdmicas.

Hay sistemas que permiten detectar tantc compues
tos de accién directa como compuestos que requie

ren activacidén metabdblica.
Es un método f&cil y rapido.

Permite el estudio de células de mamifero de dife
rentes tejidos incluyendo células germinales tan-
to ia;vitro como in vivo.

También pueden hacerse estudios en plantas y otros
animales no mamiferos para monitorear agentes ge-
notéxicos.

Puede ser usados para monitorear poblaciones huma

nas.

El resultado positivo de induccién de ICH general-
mente indica que el agente es mut&geno, la prueba
da pocos falsos positivos.

también existen las siquientes desventajas:

Poco sensible a compuestos como la bleomicina gque

induce rompimientos de doble banda.
No se sabe el mecanismo de fromacion de ICH.

El papel que juega la BrdUrd en el nivel basal de
induccién de ICH.

2.1.4.2 Induccién de ICH por Agentes Quimicos

Se ha acumulado mucha informacién acerca le la induccién de ICH

por mutigenos quimicos, aunque el modo de accidn varia de un a
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gente a otro.

Latt en 1974 (33) demostré que la Mitomicina C gue es un agente
alguilante capdz de producir enlaces cruzados en el ADN, tiene
la capacidad de inducir ICH en linfocitos humanos expuestos por

3 dias a dosis tan bajas como 0.003 pg/ml de Mitomicina C. Asi
mismo, detecté que la Mitomicina C tiene mayor capacidad para in
ducir ICH que para inducir aberraciones cromosfmicas.

En base a lo anterior se sugiere que la induccién de ICH por Mi-
tomicina C opera en células de mamifero para remover los enlaces
cruzados producidos por ésta, y que tal vez por esta razén los ICH
sean una caracteristica del proceso de reparacién celular del ADN.

Por otro lado, Perry y Evans en 1975 observaron el efecto de

varios agentes quimicos sobre la induéigén de ICH. En este estu-
dio se detecté que los agentes alquilantes en particular los bi-
funcionales (Mitomicina C y  Mostaza nitrogenada) son potentes
inductores de ICH. Otros agentes alquilantes monofuncionales co
mo la Mostaza de guinacrina también inducen ICH asi como aberra-
ciones cromosfmicas; otros dos agentes intercalantes como la A-
driamicina y el flucrocromo 33258 Hoechst mostraron efectividad
para inducir ICH, la Adriamicina también induce efectivamante a-
berraciones cromosémicas. De los agentes sulfonatos el Metilme-
tano sulfonato resultd ser un inductor mds potente tanto de ICH
como de aberraciones cromosémicas gue el Etilmetanc sulfonato. O
tro mutdgeno carcindgeno probado fué el 4-nitroquinoline l-oxide

que también mostrd eficiencia para inducir ICH.

Solo 2 de los 13 guimicos probados.en este estudio no indujeron
ICH; la Hidrazida maleica ampliamente usada como herbicida y que
es un eficiente inductor de aberraciones cromosémicas en plantas,
y el agente antineopldstico Ciclofosfamida ya que éste requiere
de la activacién metabblica para convertirse en un agente alqui-
lante bifuncional activo capdz de inducir dafo.

De estos resultados se concluyb que determinando la frecuencia
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de ICH es posible detectar la exposicién celular a determina-
dos mutdgenos a dosis md&s bajas que las necesarias para detec

tar aberraciones cromosémicas.

En un estudio realizado por Carrano et. al. en 1979 (22)Se com
prob6 que tanto la Mitomicina C como la Porfiromicina pueden in
ducir ICH en células de hamster Chino siendo la segunda mids efec
tiva que la primera. Sin embargo, la Decarbamoil Mitomicina C
gue es un derivado monofuncional de la Mitomicina C pero que en
lugar de formar enlaces cruzados forma moncaductos, tiene mayor
capacidad que la Mitomicina C y la Porfiromicina para inducir le

siones en el ADN que se manifiesten como ICH.

Estos resultados indican que la formacién de enlaces cruzados en
el ADN no es la lesién mds efectiva responsable de la induccién
de ICH.

Haciendo estudios sobre la induccién de ICH por inhibidores de
la sintesis de ADN, Ishii y Bender en 1980 (31) reportaron que
la Hidroxiurea (inhibidor de la ribonucleétido reductasa), la 1-
- D arabinofuronasil citosina y la aphidilcolina (inhibidores
de la polimerasa o ), incrementan la frecuencia basal de ICH,

Se sugiere que la inhibicién de la sintesis de ADN puede ser u-

na de las causas de induccién de ICH.

2.1.4.3 Induccién de ICH por Radiaciones Ionizantes

Existen varios trabajos relacionados con la induccién de ICH por
radiaciones ionizantes en donde se reportan datos contradic-
torios ya que en algunos de ellos se considera que los ICH cons
tituyen una prueba sensible de exposicién a las radiacicnes io-
v en otros se considera que no es un

(25,26,27,28,29) °
sistema sensible para detectar danos por radiacidn

nizantes

(20,3435)°
Perry y Evans en 1975 (20) demostraron que los cromosomas expucs
tos a rayos X en Gy si se detecta un incremeni . la frecuen-
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cia en ICH.

Sin embargo, ellos resaltan gque la induccidén de ICH es minima
comparada con la induccidén de aberraciones cromosdmicas; al
comparar la dosis que duplica la incidencia basal de cada even
to, la cudl resultd ser mucho mayor para los ICH's, por lo
que concluyen gue la lesidén inducida por rayos X que produce
ICH es relativamente ineficiente comparada con los eventos que
producen aberraciones, o bien que la mavoria de las lesiones

son reparadas antes de llegar a la etapa de sintesic.

Por otro lado, Littlefield et. al. en 1979 irradiando lin

(35)
focitos humanos en G, con una dosis de 150 - 300 R de rayos ga

mma no detectan difgrencias significativas respecto al con-
trol en cuanto a la frecuencia de ICH. Ellos suponen gue la
induccién de ICH por radiaciones ionizantes reportada en cé-
lulas con su ADN sustituido por BrdUrd se debe precisamente al
efecto aditivo de la BrdUrd. También sugieren gue posiblemen-
te la nula induccidén de ICH en c€lulas irradiadas en G, se de-

ba a la reparacién del dafio entre Gy y S.

Asi mismo, Stenstrand en 1985 reporté que no detecta in-

(34)
duccién de ICH por 1.5 Gy de radiacién gamma en linfocitos hu
manos, ademds de que no hay diferencias significativas en
tre los valores de ICH en células irradiadas de sujetos fu-

madores y no fumadores.

Se ha estudiado la induccidn de ICH vy aberraciones cromosd-
micas por rayos X en fibroblastos de embrién de ratdén man-

tenidos en fase estacionaria de creciemiento por varios perig
dos (0 - 24 horas) para permitir la reparacién. En este es-
tudio se observd que tanto las aberraciones cromosémicas como
los rompimientos de banda sencilla decrecen conforme pasa mas

tiempo después de la irradiacibén; este evento coincide a
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su vez con la elevacién de la supervivencia celular. En con-
traste, se observd una elevacidn en la frecuencia de ICH du-
rante las cuatro primeras horas postexpcsicién y posteriormen
te la frecuencia disminuye hasta los valores control. Los
cambios en la frecuencia de ICH durante los periodecs de re-
cuperacién no son paralelos a los detectados para rompimien-

tos de banda sencilla y aberraciones cromosémicas (28, 36)
> 5

Los resultados anteriores sugieren gue la induccibn de ICH vy
aberraciones cromosdmicas opera de diferente manera.

Comparando la cinética de produccidn de ICH y aberracicnes

cromosdbmicas inducidcs por rayos X sugieren que los mecanis-
wos de formacibén de ambos eventos son independientes. Tal
vez la produccidén de ICH sucede cuando el dano se induce en
2l ADN un poco antes de la replicacién, y la rroduccién de
aberracionez cuando el dafo se induce principalmente después

de la replicacién (27)°

5e ha observado gue la presencia de oxfgeno incrementa mds la
‘recuencia de aberraciones cromosémicas que la frecuencia de
[CH inducidas por radiacién gamma (37) Comparanrdc estos re-
sultados con datos previamente reportados en los que se Obser
va que el oxfgeno aumenta mé&s la produccidén de dafios en las

>ases del ADN, se concluyé que los ICH son producidos por da
jos en las bases mds que por rompimientos de cadena sencilla,

nientras que ambos tipos de dafio producen aberraciones direc
ta o indirectamente.

Abramovsky en 1979 reportd una considerable induccidn

(29)
je ICH en linfocitos humancs por radiacidén gamma ( 25 - 200

Rads) tanto en G, como en G, siendc mayor en la prime-

1
ra etapa.

Los estudios realizados por Morales - Ramirez et. al (25,26)
T —— r

1an demostrado gue la radiacidn gamma puede inducir ICH tanto
en células con su ADN sustituido con BrdUrd como en células sin el ADN
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sustituido, aunque se observ6 que la BrdUrd sensibiliza al ADN res
pecto a la induccién de ICH por radiacién gamma. Tambié&n se}mzob:
servado que a dosis bajas como 0.36 Gy se inducen ICH's en frecuen-
cia neta mucho mis alta que los rompimientos cromosSmicos. Adem&s
se detecté la misma frecuencia de ICH en células con o sin rompi-
mientos, lo que sugiere que ambos eventos son independientes.

También se ha concluido que la lesién inducida por rayos gamma
que produce ICH antes de la incorporacién de BrdUrd es estable
y no ficilmente reparada persistiendoc al menos por 8 ciclos ce-
lulares después de la irradiacién en células de médula Ssea de
ratén in vivo (9)°
La induccién de ICH por radiaciones ionizantes depende de varios
factores experimentales como son dosis de radiacién, tiempo de
radiacién, dosis de BrdUrd, tipo celular, etapa del ciclo celu-
lar en que se encuentre la cé&lula al momento de irradiar, de las

condiciones in vitro o in vivo, etc.

2.2 Otros Indicadores de Darfo

Existen adem8s otros pardmetros que se pueden usar para monito-
rear el dano celular inducido por radiacibén; entre &stos se en-
cuentra el Indice Mit6tico, el Tiempo Generacional Promedio y las

Rupturas Cromosémicas.

2..2.1 Indice Mit6tico (IM)

El IM indica la proporcién de células que se encuentran en divi-
sién. Si algGn agente provoca disminucién del IM, significa que

de alguna manera esti afectando a las cé&lulas.

2022 Tiempo Generacional Promedio (TGP)

El TGP indica el promedio del tiempo” que tardan las cé&lulas en
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dividirse. Mediante la tincién diferencial de las crométides her
manas, se pueden distinguir las cé&lulas que han pasado por uno,

dos o tres ciclos de divisién (ver figs. 4 y 5) . De acuerdo a una e-
cuacibén desarrollada por Ivett y Tice ‘en 1982 es posible establecer

la duracién promedio del ciclo celular de la siguiente forma:

T
TeR = a - a . a S
(¢ 17 div. x 1) (% 2° div. x 2) (% 37 div. x 3)
En donde:
TGP = Tiempo Generacional Promedio
T = Tiempo de administracién de la BrdUrd

% ;a div. = Porcentaje de cé&lulas en primera divisién
g 22 aiv. = Porcentaje de células en segunda divisidn
g 32 qiv. = Porceﬁtaje de células en tercera divisibn

Esta pardmetro permite detectar si el agente en cuestidn produce’

retardo mitético como consecuencia del dano cromosémico causado.

223 Rupturas Cromosémicas (RC)

Es bien sabido desde hace tiempo gque las alteraciones en la es-
tructura cromosfmica (aberraciones estructurales) y las altera-
ciones en el nGmero cromosémico (aberraciones numé&ricas) surgen
espontineamente en células somdticas y germinales de plantas y
animales, y sus frecuencias se incrementan cuando las células

son expuestas a ciertos agentes mutégenos (38) (figs. 7, B y 9).

I
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FIG. 7. METAFASES CON ABERRACIONES ESTRUCTURALES
(A) : DICENTRICO Y (B): * ANILLO, ** FRAGMENTOS
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FIG. 8. METAFASES CON ABERRACIONES NUMERICAS
(A) : POLIPLOIDIA Y (B): ENDORREDUPLICACION.
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FIG. 9. METAFASE CON ABERRACIONES ESTRUCTURALES
(* DICENTRICO Y ** FRAGMENTOS), y NUME-
RICA (POLIPLOIDIA).

33



En un experimento de radiacién realizado por Muller et. al. en
1954 (39) Se descubriercn varios tipos de rearreglos cromosfmi-
cos por medio de pruebas citogenéticas. Este evento fué prece-
dido por la evidencia citolbgica de la produccibén de rupturas
cromosémicas y rearreglos en células de plantas irradiadas.

Desde entonces, se ha acumulado una formidable cantidad de datos
tanto de estudios genéticos como citogenéticos sobre la induccibn
de aberraciones cromosémicas por radiacién ionizante y otros mu-

tégenos en diversos organismos eucari6t1c05(109)_

Se sabe que gran parte de las lesiones producidas por radiacién
ionizante se debe a las rupturas de cadena sencilla y‘doble del
esqueleto fosfodiester. Sin embargo, se ha demostrado que la ma
yorfa de ambos tipos de lesiones pueden ser reparados durante la
primera divisién mitética después de la irradiacidn (40) *

Las rupturas cromosémicas son inducidas en células irradiadas du
rante la etapa de sintesis (S) del ADN o en la etapa posterior a
la sintesis (Gz}. '

Las rupturas cromosémicas detectables en células somdticas inclu
yen formaciones como deleciones terminales o fragmentos, anillos
o acéntricos y dicéntricos (41) (fig. 10 ).
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3. RADIOPROTECCION

El incremento en la utilizacidn de las radiaciones ionizantes
en las (ltimas décadas ha promovido el interés por estudiar el
efecto de las radiaciones y las posibles formas de proteccidn
contra los danos inducidos por éstas.

Se considera como radioprotector a cualquier sustancia o proce-
dimiento que protege a las cé&lulas contra el dano inducido por
radiacibn cuando se administra antes de la exposicidn. Los ra-
dioprotectores no reducen el dano si son administrados después
de la irradiacibén. La eficiencia de los radioprotectores in
vitro difiere marcadamente de los radioprotectores in vivo ya
que por ejemplo, algunos radioprofectores gue son muy efectivos

in vitro no tienen efecto apreciable in vivo y viceversa.

Existen dos propb6sitos principales en el estudio de la modifi-
cacién del daho por agentes radioprotectores: (1) Proteger al
tejido normal preferencialemente durante terapias de irradia-

cidén de tejidos malignos (radioterapia), y (2) Obtener més in-
formacibén sobre el mecanismo de dano radioinducido £39°
Aunque se han hecho varios trabajos en relaci6én con el primer
propésito (42,43) ' Do se han obtenido resultados determinan-
tes ya gue los experimentos realizados con animales permiten

inferir gque las dosis requeridas para proteger en humanos re-
sultarian téxicas y aparentemente los agentes protegen por i-
gual a los tejidos normales y malignos. Sin embargo, se han

reportado algunos trabajos en donde se usa la accién combina-
da de radiosensibilizadores y radioprotectores para sensibili
zar a las cé€lulas tumorales y eliminarlas con radiacibn, y pa
ra evitar que las células normales de los tejidos sanos se da

nen durante la radioterapia (44) *

No obstante, los estudios que involucran agentes radioprotec-
tores han incrementado nuestro conocimiento scobre el mecanismo

de dafio inducido por radiacién.
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Uno de los criterios de evaluacibén de la radioproteccién es el
"Factor de Reduccién de Dosis" (DRF), é&ste indica cuantas veces
se debe elevar la dosis de radiacién en presencia del radiopro-
tector para obtener el mismo efecto de la dosis sin radiopro-
tector. EIl DRF es igual a la dosis que produce el efecto en
presencia del compuesto sobre la dosis que produce el mismo
efecto en ausencia del compuesto; por lo tantoc mientras mayor
sea el valor del DRF mayor es la radioproteccién (1)°

3.2 Tipos de Radioproteccién

(1)

En décadas recientes, se ha estudiado ampliamente tanto in
vitro como in vivo la modificacién del efecto de radiacién por
varios agentes radioprotectores tanto fisicos, como guimicos y

biolégicos.

100 4 Radioproteccién Fisica

Dentro de la radioproteccién fisica existen varios agentes a
considerar como son la exposicidén parcial, la ausencia de oxi-
geno y la disminucién de temperatura.

3:1ulad Exposicién Parcial

La exposicién parcial del cuerpo en el rango de dosis LD50
(dosis que induce la muerte en el 50% de la poblacidn) reduce
significativamente el dano inducido por radiacién. La protec-
cifén del &rea rica en médula 6sea es relativamente més efecti-
va que la de otras &reas ya que las c€lulas de m&dula no dana-
das suministran nuevas células a la porcidén danada del cuerpo
por lo que la depresién en médula no es tan seria como para
provocar la muerte. El valor de LDg, para ratas no blin-
dadas es de 600R; en cambio para las ratas expuestas a radia-
cién con blindaje de plomo a nivel de abdomen y térax es de

900R, y para las que tienen blindaje solo a nivel de cabeza
es de 700R. Cubriendo exteriormente el bazo con placas de
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vado de 650 a 1760R cuando los ratones son irradiados mientras
se mantienen en una temperatura entre 0 y O.SOC, cabe senalar
que a esta temperatura los ratones s6lo pueden sobrevivir por
30 minutos.

La anoxia debe ser el factor mds importante en la proteccién
aportada por bajas temperaturas, ya que la adicién de oxigeno
reduce la tasa de sobrevivencia considerablemente.

R Radioproteccién Quimica

Los agentes radioprotectores quimicos se han dividido en 4 gru-
por principales: Aminotioles, otros compuestos con azufre, agen
tes farmacolbégicos y otros agentes radioprotectores.

30250 Aminotioles

El grupo de los compuestos aminotioles (con grupos NH2 y SH) in
cluyen la cisteina, 2-mercapto etilamina (cisteamina), cistami-
na, amincetil isotiourea dihidrobromuro (AET) y 2-mercapto etil-
guanidina (MEG).

Las aminas sulfhidrilas son fuertes agentes reductores a tempe-
ratura y pH fisiolégicos. Este grupo ha sido ampliamente es-
tudiado por su alta capacidad radioprotectora.

Fo Ludoid Otros Compuestos con Azufre

Varios cientos de compuestos gue contienen azufre han sido pro-
bados, pero solo algunos de ellos muestran accién protectora
significativa. Algunos de los compuestos efectivos que contie-
nen azufre son: tiourea, tiouracil, ditiocarbamato, ditioxami-
das, tiazolinas, sulfoxidos y sulfones, El Dimetilsulféxido
tiene un valor de DRF=1.33 para la misma muestra de ratones en
la que el valor de DRF para el AET es de 1.45.

@
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3.1.2:3 Agentes Farmacoldgicos

a)

Drogas y alcohol: Drogas comunmente usadas como anesté-
sicos no son efectivas en radioproteccidén. Sin embargo, el
alcohol etilico administrado intraperitonealmente (IP) en
altas cantidades confiere proteccidén contra la radiacién

X en ratones. La depresidén respiratoria debido a la in-
gestién de alcohol es marcada lo cual produce hipoxia en
los tejidos, éste debe ser el mecanismo mds importante

para la radioproteccidn observada.

Analgésicos: La morfina y la heroina a una concentracidn
de 60 mg/kg incrementan la LD, en ratones de 609 a B830R.
El salicilato de sodio incrementa la supervivencia a 700R

de 0 a 50%.

Tranquilizadores: La inyeccién de reserpina 12 hrs. antes
de la exposicién a radiacién eleva la LD., en ratones ma-
chos de 605 a 825R, y en ratones hembras de 635 a 727R.

Drogas colinérgicas: La acetilcolina, metacolina y carba
minoilcolina son de cierto valor radioprotector en rato-

nes.

Epinefrina y metoxamina: La epinefrina evita en un 95%
la muerte de ratones provocada por radiacién. La metoxa-

mina incrementa el valor de LD50 de 825 a 1100R en ratas.

Dopamina: La dopamina, cuando se administra antes de la
exposicién de cuerpo completo protece un 80% de los rato-
nes irradiados a una dosis de 700R gue produce el 100%
de letalidad.

Histamina: El valor de DRF para histamina en ratones CBA
es de 1.5, mientras que en cepas C57BL es de 1.1. La his-
tamina reduce la tensidén de oxigeno de 77 a 93% en el ba-
zo de ratones; esta reduccién debe ser el principal meca-
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nismo de proteccidén conferido por la histamina.

h) Serotonina: La serotonina (25 mg/kg intravenosa, 6
95 mg/kg intraperitoneal) es tan efectiva como la cis-

teamina en ratén.

i) Hormonas: El valor DRF para hormonas tales como las adre-
nales y tiroideas es de 1.1. El estr6geno y la colchicina
también tienen cierto valor radioprotector.

En general, las hembras son mis resistentes que los machos,
sin embargo la resistencia a la radiacién en ratones cas-
trados puede ser incrementada por la administracién de

testosterona.

La ACTH incrementa la supervivencia de ratones irradiados
con 600R de 17 a 56%.

3.1.2.4 Otros Agentes Radioprotectores

a) Cianuro: El cianuro de sodio tiene un cierto valor radio

protector en ratones.

b) Derivados de dcidos nucléicos: Derivados tales como el
uracilo, 5-hidroxi-4-metiluracilo, 5-amino-4-metiluracilo
y 5-amino-4-metilcitosina tienen cierto valor radioprotec
tor. Incrementan la supervivencia en la LDSO de 20 a 40%.
El trifosfato de adenosina (ATP) eleva el valor de LD50
un 30%. El1 AMP muestra un valor de DRF = 1.55.

c) Fluoroacetato de sodio: Una inyeccién intraperitoneal de
fluoroacetato de sodio 3 horas antes de la irradiacién X

incrementa la LD50 de 648 a 998 R.

d) para-aminopropiofenona (PAPP): La inyeccién de PAPP 15
minutos antes de la radiacién X produce un valor de DRF=
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1.7 en las células de la médula 6sea, 1.4 en las células
del sistema gastrointestinal y 1.28 en las cé&lulas del sis
tema nervioso central. El mecanismo de proteccién princi-

palmente es via hipoxia tisular.

e) Melitin: Polipéptido bisico de peso molecular 2850 u.m.a.
Una inyeccién subcutdnea 24 horas antes de la radiacién X
produce 100% de supervivencia en el valor de LDg -

f) Endotoxinas: La radiacién deprime la hematopoyesis mien-
tras que las endotoxinas estimulan a la médula &sea. Cuan
do se inyecta la vacuna contra la tifoidea y paratifoidea
con 1.5 x 109
ratones se observa un 100% de proteccién.

bacterias muertas 24 horas antes de irradiar

g) Imidazol: Se ha observado que este incrementa la supervi-
vencia en ratones de 14 a 80% cuando se administra 5 minu
tos antes de la irradiacién.

h) 3'5" AMP ciclico: Los agentes estimuladores del AMPc admi
nistrados antes de la radiacién X protegen células de mamfi
fero en cultivo (45) * También protegen al foliculo piloso
normal y células del epitelio intestinal de ratdn contra el

dafio por radiacién.

3.1.3 Radioproteccién Bioldgica

Dentro de los agentes biolégicos se han considerado los siguien
tes:

% s (g, 10 Parabiosis

En este procedimiento dos animales, generalmente ratas, se unen
lado con lado mediante la costufa_de incisiones en la piel. Co
mo resultado, se establece una circulacidn cruzada a través de
los capilares de la piel entre los dos animales. Se considera

como un par parabidtico aquel en el gue unco de los animales es
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irradiado mientras el otro es blindado con plomo durante la i-
rradiacién. El miembro no irradiado provee al miembro irradia
do suficientes elementos sanguineos por lo gue no hay deficien
cias hematopoyéticas y el animal sobrevive a la dosis letal.

3.1.3.2 Bazo y Extracto de Bazo

La implantacién del bazo en la cavidad peritoneal de ratones i-
rradiados eleva la supervivencia de éstos.

También la inyeccién de células de bazo después de la exposicién
de cuerpo completo en ratones provee una proteccién conside-

rable, sin embargo, el efecto protector de las cé&lulas del bazo

decrece con la edad del donador. La ruta intravenosa es més e-

fectiva gue la intraperitoneal en este caso.

3.1.3.3 Transplante de M&dula Osea

La inyeccifén intravenosa de médula 6sea isfloga (5 x 106} inme-
diatamente después de la exposicibén evita la muerte en el 75%
de los ratones expuestos a 900 R. La administracién intraveno-
sa provee la mejor proteccién, la administracién intraperito-
neal reqguiere 70 veces mds células que la intravenosa para ob-
tener un grado semejante de proteccién.

Fol 34 Transfusién de Sangre Periférica

La transfusidén de sangre periférica eleva la supervivencia de

perros expuestos a LD Cuando se dan de 5 a 11 transfusio-

50°
nes de leucocitos, el B5% de los perros sobrevive.

3.2.3.5 Inyeccidén de CE&lulas no Hematopoyéticas

Una suspensién de células de embrién incrementa la superviven-
cia de ratones irradiados con 1025 R de 0 a 30%. La inyec-
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cién de suspensién celular de higado fetal tanbién ha sido e-

fectiva para tal efecto.

3.2 Cisteamina

De los tres tipos de agentes radioprotectores analizados, los
agentes quimicos son los que se han estudiado con mayor profun
didad tal vez debido a la gran variedad de sustancias quimicas

que existen.

Dentro de los numerosos compuestos quimicos que se han probado
por su capacidad para proteger contra la radiacién ionizante des
taca el grupo de los aminotioles como la cisteamina, cistamina

y aminoetil isotiourea (AET) por ser de los agentes con mayor
poder radioprotector.

Desde el descubrimiento de la actividad radioprotectora de la
cisteina por Patt et. al.en 1949 (46) Y de la cisteamina por
Bacg et. al.en 1951 (47) se han llevado a cabo numerosas in-
vestigaciones en la bfisqueda de los compuestos tioles mis po-
tentes y menos téxicos. Sin embargo, estos compuestos aue son
derivados monoalquilados del Sulfuro de Hidrégeno (-SH), pueden
producir efectos farmacolégicos téxicos y la interpretacidén de

estos datos a nivel celular es dificil.

Ademds, la falta de conocimiento sobre el modo de accidén de es-
tos compuestos complica un poco mds la biisqueda de agentes radio

protectores de buena capacidad v baja toxicidad.

3.2.1 Caracteristicas Generales

La cisteamina ( 2-mercapto etilamina ) es uno de los compuestos
aminotioles mds ampliamente estudiado. Este compuesto contiene en
su molécula un grupo amino y un grupo sulfhidrilo, también se de
signa con las iniciales MEA; su peso molecular es de 77.15 d vy
tiene un 31.14% de Carbono, 9.15% de Hidrégeno, 18.16% de Nitré-
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geno y 41.56% de Azufre. Su estado fisico es s6lido en forma de
cristales, tiene olor sulfuroso y es altamente soluble en agua.
Se ha comprobado gue este compuesto protege contra los efectos de

la radiacién tanto in vivo como in vitro.

e e Evaluacién de la Cisteamina como Radioprotector

Varios estudios han reportado la capacidad de la cisteamina para
proteger células de mamifero en cultivo y en animales vivos con-
tra la radiacién, en estos estudios se trabaja con diferentes ti
pos de células y varios criterios de evaluacifn del dafo radioin=-
ducido son utilizados.

Uno de los criterios mds usados durante los primeros afos de estu
dio de los compuestos radioprotectores fué analizar el efecto so-
bre la fertilidad de los organismos o sobre la viabilidad de su
descendencia.

La inyeccién intraperitoneal de cisteamina protege a ratones hem

bra contra la esterilidad radioinducida Asi mismo, provee

(48) "
" proteccién al feto de rata expuesto en fGtero por irradiacién de la

madre

(1)"
La cisteamina per se no afecta la fertilidad del ratén ni la via-
bilidad de los productos. Cuando el padre es inyectado con cistea
mina previamente a la irradiacién, se reduce un 75% la tasa de muer

te postimplantacidén con respecto al grupe no tratado.

Ademés, el nGmero de embriones vivos, nfimero de implantaciones to-
tales, implantaciones por hembra y nGmero de hembras prenadas, es
casi igual en el grupo con cisteamina e irradiado al del grupo con

trol sin irradiar (49)*

A nivel celular existen varios parémetros que se toman en cuenta pa

ra evaluar el dafio y la proteccién por agentes guimicos.

El tratamiento con cisteamina o con AET en ratones machos no irra-
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diados no induce translocaciones reciprocas en espermatocitos,
sin embargo es capdz de reducir el incremento en la frecuencia
de translocaciones reciprocas inducidas por radiacidn en estas
células si se da un tratamiento previo a la irradiacién con es

tas sustanci .
s stancias (50)

Se ha reportado que la cisteina y la cisteamina son mas efecti
vas que los compuestos alcoholes (etanol y metanol) para prote
ger contra la induccidén de anillos y dicéntricos por radiacién

gamma en linfocitos humanos (51) *

Se ha reportado que en células de rinién humano cultivadas in vi
tro el % de supervivencia celular es mayor cuando las cé&lulas
son irradiadas con rayos X en presencia de cisteamina que en con

diciones de anoxia Igualmente en cé&lula Hela S; la cistea

(52)°
mina es mds efectiva que 1la 2 - mercapto etilguanidina (MEG) en
concentracién equimolecular para elevar el % de supervivencia ce

lular (53)

En células de hamster Chino la cisteamina tiene un efecto protec
tor contra la produccién de mutaciones y lesiones letales o muer
te celular causadas por radiaci6én (54, 55)° Se ha observado en
células endoteliales de corteza cerebral de rata que la cantidad
de rompimientos de cadena sencilla y doble inducidas por radia-

cién se reducen notablemente en presencia de cisteamina A~

(56)°
demés, el nCimero de rompimientos en la cadena de ADN es ligera-

mente mayor in vitro gue in vivo, tal vez debido a gue in vivo
pasa mds tiempo entre la irradiacién y la extraccién del tejido
lo cual puede permitir la reparacién del ADN. Esta misma lige-

ra diferencia fué detectada por Okada y Ono en 1974 en ti-~

{(57)
mocitos y hepatocitos humanos.

Asi mismo, la cisteamina reduce el n(imero de lesicnes inducidas
por radiacidén en cadenas parentales del ADN gque producen gaps en

1 i i
as cadenas hijas (54)

Otros autores han reportado que en células culi: :das de mamife-

46



ro la cisteamina protege en forma mds eficiente contra los rom

pimientos de cadena sencilla que doble (58,59 "

Tanto la cisteina como la cisteamina evitan la inactivacién bio
l6gica y produccifn de rompimientos de cadena sencilla del ¢ 174
inducidos por rayos gamma. Ambos parimetros son dependientes de
temperatura y pH (60) °
323 Efectos de la Cisteamina en las Etapas del Ciclo Celular

También ha resultado interesante estudiar la sensibilidad de las
células durante las diferentes etapas del ciclo celular y evaluar
el efecto del radioprotector en cada una de ellas.’

La cisteamina tiene un efecto protector diferencial en células
sincronizadas irradiadas con rayos X; protegiendo méds efectiva-
mente a las células normalmente m&s sensibles a la irradiacién.
En la sublinea celular V79-S171, se observa mayor proteccién en
la etapa G, (sensible), menor proteccidén en las etapas Gy vy S

(medio sensibles) y afin menor en la etapa S (poco sensi-

ble)

tardia
(61) °

El retardo mitético inducido por cierta dosis de radiacibén es
reducido cuando las células son irradiadas en presencia de cis-
teamina, esto depende de la dosis de radiacibén y de la concen-
tracién del radioprotector. En este evento no se observan di-
ferencias significativas entre las diferentes etapas del ciclo

celular (62)

En relacién a las aberraciones cromosfémicas en las cuales se ha
observado que aumentan conforme se incrementa la dosis, el tra-
tamiento con cisteamina tiene mayor efecto sobre la frecuencia

de lesiones cromatidicas inducidas en Gy, que en Gy ¥ Sy ysa

(62) "
En el caso de las células esperméticas se ha observado que los
efectos de varios radioprotectores son mayores en estados tem-

ranos de espermatogénesis (63,68, 651"
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En general se puede decir que la eficiencia de un radioprotec-
tor depende de la dosis de radiacién, del protector mismo y de
la etapa del ciclo celular en la que se encuentra la célula.

3.2.4 Mecanismos de Accién

Se han realizado numerosos experimentos que tratan de explicar
el mecanismo de accién de los radioprotectores, sin embargo no
se ha podido establecer hasta la fecha un mecanismo que satis-
faga todas las interrogantes y esto continGa siendo un tema de
discusidn,

Los mecanismos de radioproteccién son complejos y generalmente
se involucra mds de uno de ellos. Se han propuesto diferentes
hip6tesis sobre el mecanismo de accién de los compuestos sul-

fhidrilo (1, 59

Muchos compuestos radioprotectores (-SH) protegen las células
de mamifero "atrapando" o inactivando a los radicales libres

qgue son producidos por- la radiacién ionizante.

La cisteamina y el AET han mostrado conferir proteccién a las
células de mamifero irradiadas tanto in vivo como in vitro, se
ha sugerido que ambos compuestos -SH act@ian por un mecanismo
de competencia "atrapando" radicales libres (50) *

Tanto los compuestos -SH como los compuestos -OH actfian como re
movedores de radicales libres, siendo los primeros mds efecti-

vos que los segundos (66)

Este evento debe ser interpretado como el reflejo de alguna li-
gera diferencia en el mecanismo de proteccifn entre ambos com-

puestos (51)°

La proteccién adicional aportada por los compuestos -SH a la
molécula "blanco" (SH o SS) que se encuentra en el maximo ni-
vel de proteccién puede deberse a la presencia d2 un mecanismo
de restitucién molecular. Dicho mecanismo consiste en que los
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grupos -SH del radioprotector forman puentes disulfuro con las
moléculas "blanco" para evitar que el dafio incida sobre &stas

(51) "

Se ha observado que la cisteamina influye directamente sobre el
nivel de grupos sulfhidrilos no unidos a proteinas (NP-SH) in-
tracelulares, y que conforme este nivel se eleva es mayor la ra
dioproteccién conferida; esto sugiere que el mecanismo de radio
proteccién por cisteamina depende de la concentracién de NP-SH
de la cé€lula protegida (67) "

El incremento en el nivel de NP-SH a su vez se relaciona en par
te con un incremento en la liberacién de tioles iﬁtercelulares,
el glutatibén es el tiol que se libera en mayor proporcién medi
do por cromatografia; el 37% del incremento de NP-SH se debe al
incremento de glutatién. El tratamiento con cisteamina provoca
la liberacién de glutatién unido a proteinas por un mecanismo de
intercambio. De esta forma, se propone entonces que los amino-
tioles radioprotectores pueden actuar induciendo la liberacién

interna de algunas sustancias radioprotectoras celulares (68) °

El glutatidén posiblemente protege "atrapando" a los radicales
libres y eliminando al Peréxido de Hidr6geno (H,0,) por medio
del sistema de la glutatién - peroxidasa de tal forma que los
efectos téxicos disminuyen. La alta incorporacién de glutatién
en las proteinas pudiera considerarse como reserva de un agen-
te protector fisiolbgico, que puede ser movilizado bajo ciertas
condiciones, tal movilizacién puede ser una de las principales
funciones de los radioprotectores -SH 69) °

También se ha reportado que la inyeccién intraperitoneal de cis
teamina eleva los niveles de 3'5' AMPc intercelular lo suficien
te como para iniciar reacciones de proteccién (45) * Existen o-
tras sustancias como la l-metil-3 isobutilxantina que inhibe la
accién de la AMP fosfodiesterasa (enzima que degrada al AMPc) y
esto provoca un aumento en la supervivencia.de las células irra
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diadas. Se sugiere que el AMPc contribuye con los procesos de

reparacién postradiacién (70) *

La inyeccidén intraperitoneal de 3'5'AMPc protege a la glandula
parétida contra los danos radioinducidos determinados por pér-
dida de peso de la gldndula, pero no se sabe cudl es el mecanis

mo exacto por el que se obtiene dicho efecto (71)

Por otro lado, algunos agentes radioprotectores remueven el oxi
geno molecular del medio y de esta manera producen condiciones
de hipoxia durante la exposicién. Es bien sabido gue las condi

ciones de hipoxia reducen el dano inducido por radiacién.

Las condiciones de hipoxia (8% de oxigeno) junto con la adminis
tracién de alguno de los 3 compuestos -SH (cisteamina, cisteina
o cistamina) incrementan la superviviencia de ratones irradia-

dos (1100 R) de 0 a 20% aproximadamente (70) *

La combinacién de hipoxia con cualquier compuesto tiol incremen
ta 1la supervivencia a un 65% aproximadamente del grupo irradia
do. Tanto la cisteamina como la anoxia tienen efecto radiopro-
tector sobre las cé&lulas de rifién humano, siendo mis efectiva la
primera condicién que la segunda. Se propone que ambos factores
reducen la sensibilidad de las moléculas con grupos SH y ss gue
son unos de los "blancos" de las radiaciones, o bien gue la mo-
lécula reactiva producida peor la radiacién es neutralizada por

alguno de los dos factores (52) *

La hipoxia producida por la oxidacidn de la cisteamina también
debe jugar un papel importante en la radioproteccidn (72) "

Otro posible mecanismo de accibén es la formacidén de puentes di-
sulfuro; los compuestos -SH forman mezclas de puentes disulfuro
con la proteinas tisulares gue contienen grupos —-SH (3)° Es~-
tos puentes protegen al dtomo de azufre de la enzima contra la
accién indirecta de la radiacibén, sin embargo los puentes disul

furo formados tienen una vida media corta ya que son reducidos
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por la glutatién - reductasa, de tal manera que se hace posible
la reconstitucién del grupo -SH funcional de la enzima después
de la exposicién (68) * Esta hipbtesis implica que las protei=-
nas celulares son el "blanco" mi&s radiosensible para la super-
vivencia celular. Aungque, tomando en cuenta que el ADN es la
molécula de informacién transmitida a través de sucesivas gene
raciones celulares, y que es el material responsable de la fi-
siologia y morfologia celular se considera que esta molécula es

el "blanco" celular mds radiosensible Tal vez la forma-

3 )"
cién de puentes S-S sea uno de los pasos involucrados en la pro

teccién por compuestcs SH.

Otro modelo que se ha propuesto para explicar la proteccién por
compuestos sulfhidrilo es el modelo de "donacién de Hidr&geno"
(73) este modelo sugiere que los radicales ("blanco") son repa
rados por transferencia de hidr6geno del grupo sulfhidrilo del
protector al radical "blanco".

Adams y McNaughton en 1968 demostraron que tal repara-

(73)
cién puede ocurrir en sistemas quimicos. Ellos encontraron que
la cisteamina puede donar &tomos de hidrégeno a los radicales or

gdnicos simples,

La cisteamina tiene la capacidad de reducir la inactivacién bio
1l6gica y la produccién de rompimientos de cadena sencilla del
ADN de @ T 174 inducidos por rayos X. Esta proteccién éuede ser
explicada por una reaccién de reparacién a través del gt trans-
ferido a la porcién de azlcares dafnados en el ADN, e. g. a los
radicales 4' y 1' del carbdn que pueden provocar rompimientos in

mediatos o potenciales respectivamente (60) *

Por otro lado, se sabe que el ADN estd mejor protegido contra las
radiaciones ionizantes cuando se encuentra rodeado por nucleohis-
tonas que cuando estd descubierto, y tomandc en cuenta que la cis
teamina es capiz de ocupar los espacios vacios del complejo ADN-
histonas, se ha asumido que se da una interaccién electrostéitica
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entre los sitios fosfato del ADN y el grupo NH; de la cisteami
na lo cual forma una barrera contra las radiaciones y esto ex-
plicaria en parte la accidén radioprotectora de este compuesto

aminotiol (74) -

También se ha sugerido (3) due uno de los mecanismos de pro-
teccién por compuestos -SH es la produccién de shocks fisiold
gicos reversibles. Una evidencia de esto es la hinchazén de las
mitocondrias después de tratar a las células con cisteamina. Es
ta alteracidén estructural persiste durante el tiempo que la dro-
ga es efectiva para proteger la célula contra el dano radioindu-
¢ido.

Asi mismo, se han considerado los cambios en el metabolismo ce-
lular producidos por los compuestos =SH como posible mecanismo
de accidn (3)°

Los compuestos -SH inhiben reversiblemente la sintesis de ADN vy
por lo tanto retardan la replicacién. Esto podrfia dar tiempo pa

ra que la molécula de ADN repare el daho radioinducido Si

(3"
la sintesis del ADN continfia a su velocidad normal los segmentos
danados por la radiacidn provocarén rupturas no reparables y esto

podria conducir a la muerte celular.

Se ha observado que la cisteamina reduce la sintesis de ADN y la
actividad metab&lica celular; esto podria disminuir el dano, ya

que el ADN es mds sensible a la radiacién ionizante en la etapa
de sintesis ya que no hay tiempo para la reparacién (75)+ Esta

reduccién en el metabolismo celular tal vez se deba a gue la cis
teamina active a algfin represor molecular que interrumpe la acti
vidad de templados del ADN necesarios para la sintesis.

Los datos disponibles parecen indicar que el mecanismo de protec
cién es complejo y que mds de un mecanismo debe estar involucra-
do en la accién de un compuesto dado.
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32.5 Toxicidad de la Cisteamina

Se ha tenido cierta evidencia de gque algunos compuestos -SH pue
den resultar téxicos para el organismo tanto a nivel celular co
mo tisular.

Para probar la eficiencia de algin compuesto radioprotector es
necesario considerar los siguientes factores: dosis requerida,
toxicidad en el animal de experimentacién, ruta de administra-
cién y tiempo de pre-exposicidn.

Se ha observado que la cisteamina puede inhibir el crecimiento ce
lular in vitro en células L de ratén cuando esté presente en el me
dio por arriba de ciertos limites (2 x 107 M), y dependiendo del
tiempo de exposicidén (60 minutos) (76)" Sin embargo, diferentes
tipos celulares pudieran responder diferencialmente a los efectos
téxicos y protectores de los compuestos sulfhidrilo.

Vergroesen et. al. en 1967 (77)asumen que la toxicidad de los com
puestos -SH es causada por los productos de su oxidacién ya que
a pH mayor de 6.5 se incrementa la oxidacién de los compuestos
tioles lo que eleva su toxicidad. La adicién de un agente reduc-
tor como el Cianuro de Potasio (KCN), o las condiciones anéxicas
evitan la oxidacién de los compuestos tioles y la toxicidad dismi
nuye. Por lo tanto, la supervivencia celular bajo un tratamiento
depende en gran parte de las condiciones del medio como son pH,
concentracién de oxigeno, etc.

En 196% Nasjleti y Spencer (78) reportaron gue el tratamiento

con cisteamina en linfocitos humanos induce algunas aberraciones
cromosémicas como rompimientos cromatidicos y constricciones cro-
mosdmicas del tipo "erosién"; sin embargo no se observaron otros
dafos cromosdmicos estructurales como translocaciones, dicéntri-

cos y anillos que son de mayor importancia.

Ademds, se observa un efecto aditivo o tal vez sinérgico en célu
las tratadas con cisteamina + radiacién medido por la produccién
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de aberraciones; sin embargo esto gueda sujeto a comprobacién

con animales de experimentacién (78) °

Speit et. al. en 1980 encontraron cue la cisteamina puede

(79)
llegar a inducir ICH en la linea celular V79 de hamster Chino,

ademds de producir poliploidias.

Asi mismo, se observé que la cisteamina actfia sinérgicamente

con la BrdUrd para inducir tanto ICH como aberraciones cromosé
micas (rompimientos cromatidicos, rompimientos m@ltiples y pul
verizacidén cromosémica). Este efecto pudiera deberse a una in
teraccién con la BrdUrd incorporada al ADN, lo cual depende del

grado de sustitucién y no del grado de incorporacién celular(sor

Es evidente que existen datos contradictorios respecto a la in-
fluencia de los compuestos sulfhidrilo sobre la frecuencia de

ICH. Se ha llegado a pensar gue tanto la induccién de ICH (79)
como la reduccién de la alta frecuencia del mismo inducida por

algln agente mutdgeno (81, 82)° estdn relacionadas con la accidn
del H,0, y los radicales libres. Por un lado, el H,0, puede ser
formado en el procesoc de oxidacién del compuesto -SH, y por ctro
lado los compuestos -SH pueden prevenir la accién de los radica-

les libres gracias.a su capacidad reductora.

McRae y Stich en 1979 (83)
ser la razdén de induccidén de ICH por compuestos tioles, ya que el
sy
mds, la adicién de catalasa puede inhibir la induccién de ICH en

asumen que la formacién de H,0, podria
induce ICH en cé&lulas de hamster Chino y células V79. Ade-

ambas lineas celulares tanto inducidas por H,0, como por cistea-

mina.

Estos datos podrian indicar que la formacién de H,0, puede ser
un factor importante en la induccoén de ICH por cisteamina in vi-

tro.
No obstante, Speit y Vogel en 1982 (84) ™° detectaron induccién
de ICH con cisteamina, con cisteina ni con HEC 't linfocites hu
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manos cultivados in vitro.

La diferencia observada entre linfocitos humanos y células de
hamster Chino puede deberse a que la actividad de la catalasa
no es equivalente entre ellas, por lo general en lineas celu-
lares permanentes esta actividad se ve disminuida. Adem&s, en
sangre hay una mayor capacidad para degradar al H,0, en donde
la glutatién - peroxidasa juega un papel importante. Por lo
tanto las diferencias en cuanto a la actividad enzimftica ce-
lular para degradar al H,0, parecen ser importantes en la in-
duccién de ICH por compuestos sulfhidrilo.

En oposicién a esto, se encontr§ que la vitamina C induce ICH
en células V79 y en linfocitos pero la catalasa reduce esta in
duccién. Debido a que el H,0, no induce ICH en linfocitos, la
induccifén de ICH por vitamina C en linfocitos no se puede basar
solo en la accién del H,0,. Tal vez esta induccién se deba en
su mayoria a la produccién de radicales libres por la oxidacién
del ascorbato ya que la cisteamina reduce esta induccién por que
inhibe la acci6n danina de los radicales libres. Como esta in-
duccién no es total, se sugiere que ademds de los radicales li-
bres otras interacciones se involucran en la induccién de ICH
por vitamina C (81)

Como se puede observar, no existe una concordancia entre los re
sultados obtenidos respecto a la capacidad de diversas sustan-
cias para inducir ICH incluso usando diferentes lineas celulares
de hamster Chino. En general, las reacciones de los compuestos
sulfhidrilo dependen de los potencidles de oxidacién = reduccién
del grupoc -SH y del agente oxidante, de la concentracién del com
puesto, del pH, de la temperatura, de la presencia de trazas me-
tdlicas y de las condiciones generales del cultivo.

Sin embargo, varios autores han reportado que la cisteamina no
tiene ningfin efecto téxico, ya gue no se ha observado induccién

de muerte celular 67)" retardo mit6tico (45) translocaciones
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reciprocas (50) aberraciones cromosfmicas (62) * ICH (84) v
esterilizacién (49) 7 bajo diferentes condiciones en varios sis

temas de experimentacién.

3.3 Radioproteccién con L-cisteina contra la Induccién de ICH

Abramovsky et. al. en 1978 reportaron que ademis de no ha-

ber encontrado induccién de(%gé por L-cisteina, ésta tiene un e
fecto protector contra los ICH inducidos por rayos X (25 - 200-
Rads) en linfocitos humanos, y que también incrementa la viabi-
lidad celular especialmente a dosis por arriba de 100 Rads (100

Rads = 1.0 Gy).

Ademds observaron que en las células en Gy la induccién de ICH
por radiacién es mayor que en las células en G, dado que éstas
Gltimas ya pasaron por la etapa de sintesis de ADN que es cuan
do ocurren los ICH's.

Por otro lado, las células en G, son mds sensibles que las cé-
lulas en G, en cuanto a viabilidad celular, ya que las células
en Gy pudieran tener mds tiempo para recuperarse del dano repa
rando las lesiones radioinducidas en el ADN antes de entrar en

mitosis.

Se postula que mientras el dano inducido en G, se refleja mejor
por el incremento en la frecuencia de ICH, el dafo en G, se de-
tecta por disminucién de la supervivencia celular.

Se ha propuesto gue la L-cisteina actfa uniéndose reversible-
mente a aguellas porciones del ADN gue no se encuentran cubier
tas por histonas, de tal forma se evita la alteracién quimica
y se reduce la velocidad de replicacién del ADN permitiendo
que el proceso de reparacién corrija el dano antes de la repli
cacién. '
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4. DEFINICION DE OBJETIVOS

Tomando en cuenta el dano celular que producen las radiaciones
ionizantes, resulta interesante investigar la capacidad que tie
nen algunas sustancias para proteger a las células contra los
dafios inducidos en el ADN y que se manifiestan sobre algunos e-
ventos citogenéticos.

Existe una amplia variedad de paré&metros que pueden tomarse en
cuenta para evaluar el dano radioinducido. En este sistema ex-
perimental se analizaron cuatro parimetros fundamentalmente, es
tos parémetros son: Intercambio entre Cromd&tides Hermanas (ICH),
Indice Mitético (IM), Tiempo Generacional Promedio (TGP) y Rup-
turas Cromosdmicas (RC).

También se consider® necesario establecer la relaci6n dosis -
respuesta ( cisteamina - proteccifn ) para conocer cudl es la
dosis minima del compuesto que protege con mayor eficiencia.

Por lo tanto, los objetivos gue se pretenden alcanzar con esta
investigacién en cé&lulas de médula 6sea de ratén in vivo fuercn

los siguientes:

1. Conocer cudl es el efecto de la cisteamina sobre
la induccién de Intercambios entre Crom&tides Her
manas (ICH) por radiacibén gamma.

2. Conocer cudl es el efecto de la cisteamina sobre
los cambios radioinducidos en otros eventos cito-
genéticos como Indice Mitético (IM), Tiempo Gene-
racional Promedio (TGP) y Rupturas Cromosémicas
(RC) .

3. Obtener la relacibn dosis - respuesta para cono-

cer la dosis minima del compuesto capdz de prote
ger 100%.
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55 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

5.1 Bases para la Deteccibn de.ICH

Para poder detectar los ICH's en cualquier cé&lula es necesario
qgue las cromatides hermanas de un mismo cromosoma se tifian en

forma diferencial (figs. 11 y 12).

Para la tincibn diferencial de las cromdtides hermanas se pue-
de seguir el mé&todo de "Fluorescencia Plus Giemsa" (FPG) el cual
se basa en la incorporacién de BrdUrd al menos por un ciclo

celular.

Siguiendo la replicacifn semiconservativa del ADN en presencia
de BrdUrd, en la 1% divisi6n celular se encontrardn ambas cromd
tides unifilarmente sustituidas con BrdUrd y en la 2% divisién
celular se encontrard una cromdtide unifilarmente sustituida y

la otra bifilarmente sustituida.

Posteriormente, para diferenciar entre la cromitide unifilar y
la bifilar se tihen los cromosomas con €l colorante fluorescen-
te bibenzimida 33258 Hoechst después de lo cudal se les da un
tratamientc con luz negra fluorescente por diferentes pericdos.
Finalmente son tenidos con el colorante Giemsa por 30 - 45 minu

tos.

Considerando que la reaccién de fotélisis que se da en el ADN

sustituido con BrdUrd disminuye la capacidad para captar al co-
lorante Giemsa, la cromitide gue se encuentra bifilarmente sus-
tituida se observa clara mientras que la unifilar se observa os

cura.

De esta forma se obtienen preparaciones permanentes gue facili-

tan la deteccidn de ICH en el microscopio 6ptico (8)"

Para administrar la BrdUrd en esta tesis se utilizé la inyec-
cibén intraperitoneal de BrdUrd adsorbida a carb&n activado de
acuerdo al método desarrollado por Morales - Ramirez P; -~

(1980) (85) *
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F1G. 11. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA PRODUCCION DE ICH's
INDUCIDOS EN CELULAS DE 12 y 2% DIVISION.
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FIG. 12. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA PRODUCCION DE
ICH's INDUCIDOS EN CELULAS DE 22 DIVISION.
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B2 Animales

Los animales de experimentacién utilizados en este trabajo fue
ron ratones de la cepa Balb-C de 30 a 35 g de peso, y de 2 a
3 meses de edad.

Los animales fueron proporcionados por el bioterio del labora-
torio de Radiobiologia del Instituto Nacional de Investigacio-
nes Nucleares en donde se mantuvieron bajo.condiciones contro-
ladas de temperatura y circulacién de aire, alimentados con com

primidos Purina y agua.

5.3 Incorporacién de BrdUrd

Se suministrd una suspensién acuosa de BrdUrd (sigma Chemical)
adsorbida a carbdn activado (Merck) a una dosis de 1.5 mg/g de

peso corporal por via intraperitoneal (fig. 13).

La adsorcién de BrdUrd al carbén activado se lleva a cabo me-
diante la agitacién en la oscuridad de una solucifn acuosa de
BrdUrd (20 mg/ml) con 100 mg de carbdn activado por ml de solu
cién de BrdUrd, durante una hora. La adsorcibn se realiza ba-
jo condiciones estériles, el carbén se esteriliza y se deseca
al mechero antes de preparar la suspensifén. La solucibén acuo-
sa de BrdUrd se esteriliza previamente pas&ndola a través de

un filtro Millipore de 0.2 micrbmetros.

5.4 Cosecha y Obtencidn de Preparaciones de Cromosomas

Después de 22 horas de la inyeccibfn intraperitoneal de la sus-
pensidén de BrdUrd adsorbida a carbbdn activado a los ratones, se
les suministr6 intraperitonealmente una solucibén acuocsa de col-
chicina (Sigma) a una dosis de 15 ug/g de peso corporal y dos
horas mis tarde los animales fueron sacrificados por disloca-
cibn cerviecal. Se extrajeron ambos fémures de cada ratbén y se
cortaron por los extremos para extraer las células de la médu-
la 6sea con una inyeccién de PBS (2 ml/hueso), el contenido se
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FIG. 13. INCORPORACION DE BrdUrd Y COSECHA DE CELULAS.



recuper6 en un tubo de centrifuga. La suspensifén celular se re
suspendib y se centrifugbé a 1200 rpm durante cinco minutos. EIl
precipitado se resuspendid en 0.5 ml del mismo sobrenadante, se
agregaron 6 ml de solucibén hipoténica de Cloruro de Potasio (KC1
0.075 M) y se resuspendi6 de nuevo, se incubaron en la estufa a
37°C por 15 minutos, después de la incubacidn se centrifugé a
1200 rpm durante cinco minutos, se tird la solucién hipoténica,
las células se resuspendieron en 6 ml de fijador Carnoy (&cido-
acético:metanol, 1:3) y se incubaron por 15 minutos a temperatu-
ra ambiente. El fijador se cambi6 tres veces por centrifugacibn,
después del Gltimo cambio las células fueron resuspendidas en
0.5 ml de fijador.

La suspensién celular en fijador se goted sobre portaobjetos lim
pios y frios, de preferencia se colocan sobre una placa de hielo.
Finalmente estas preparaciones se dejan secar al aire por 24 ho-

ras en la oscuridad.

Si los cromosomas quedaban muy encimados se procedia a resuspen-
der el botén celular en fijador (&cido acético:metanocl, 5:2) y

se flameaban en el mechero.

5.5 Tincibén Diferencial de las Cromdtides Hermanas

Se usd una modificacién de la técnica de tincién diferencial basa
da en el Mé&todo de Wolff y Perry (1974) usando bibenzimida 33258-
Hoechst (8) (fig. 14).

Se colocaron 6 gotas de una solucidn 33258 Hoechst 10_4 M en agua
destilada sobre las laminillas por diferenciar, se les colocé un
cubreobjetos y se mantuvieron en la oscuridad durante 10 minutos.
Después se colocaron en una caja de petri que contenia aproxima-
damente 1 ml de buffer amortiguador de Fosfato de Sodio (1.16M) -
Citrato de Sodio (0.04M) a pH 7.0 de tal maneraque las laminillas

guedaran siempre himedas pero no totalmen': s jidas.
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DIFERENCIAL DE LAS CROMATIDES HERMANAS.
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Se colocaron las laminillas bajo una lampara de luz negra Ge-
.neral Electric de 25 watts a un centimetro de distancia duran

te 60 - 90 minutos.

Después de la exposicibén a la luz, se quitaron los cubreobje-
tos y las laminillas se incubaron en SSC 2 X ( Cloruro de So-
dio 0.3 M - Citrato Tris6dico 0.03 M ) a 60 °C en baho maria

durante 15 minutos.

Finalmente se lavaron con agua destilada caliente y frfa y se
tifiieron con Giemsa al 5% en amortiguador de fosfatos (0.01M)
pH 6.8 durante 30 minutos.

5.6 Cisteamina

Se inyect6 intraperitonealmente una solucidn acuosa de cistea-
mina a dosis de 150, 15 y 3 ug/g de peso corporal dependiendo
del grupo experimental, por lo menos 30 minutos antes de la

irradiacién.
5.7 Irradiacibn

La irradiacién de los animales se efectud en una fuente Vick -
Rad 60Co. Esta fuente representa una razén de dosis de 5.2 Gy/
minuto aproximadamente. La irradiacidn se realizd en forma in-
dividual colocando a cada ratdén en un envase de plastico cerra-
do con una tela de alambre. La dosis estimada fué de 1.0 Gy a-

proximadamente.

548 An&lisis

w
o
=

ICH

Los intercambics entre cromdtides hermanas se analizaron en 30
células en metafase que tuvieran sus cromdtides claramente di-

ferenciadas y con su nlmero cromosémico completo ( 40 cromoso-
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mas ), las células con 39 cromoscmas solo se consideraron en

caso necesario.

Cuando habia duda sobre el andlisis de alguna metafase se rea
lizaban conteos por m&s de un observador. Los ICH's dudosos no

fueron tomados en cuenta.

Se tomaron algunas fotografias de las mejores metafases. Las
microfotografias fueron tomadas en el fotomicroscopio Zeiss u-

sando pelicula "High Contrast"™ de Kodak.

582 Rupturas Cromosfmicas

Las rupturas cromosdmicas fueron analizadas en las mismas célu
las en las que se hizo el conteo de ICH. En caso de duda se so

licit6 la opinibén de otro observador.

Se considerd que la presencia de un dicéntrico y/o dos fragmen
tos representaban dos rupturas al igual que la presencia de un
anillo y/o dos fragmentos, mientras que en el caso de un solo
fragmento cromosémico se consideraba como una ruptura.

5843 Indice Mitbtico

Se analizaron 1000 células por ratbn y se consideraron en divi

sién Gnicamente a las cé&lulas en metafase.

5.8.4 Tiempo Generacional Promedio

Para el cdlculo de este indice se analizaron 300 células. De
éstas se sacd el % de las células en la, 2n b4 3% divisi6n; los
datos obtenidos se manejaron por medic de la fdérmula desarrolla
da por Ivett y Tice (1982) para el cdlculo del TGP, (ver pigina
30 ).
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5.9 Estadistica

Los datos se expresaron como el promedio obtenido (x) més 6 me
nos la desviacibébn estandar (s).

Para el andlisis de significatividad se us6é la prueba de t "stu

dent".
Para la distribucibén tebrica de la frecuencia de ICH se usd la

férmula de ajuste de Poisson, y para comparar la distribucidén
tebrica con la real se usb la prueba de Chi cuadrada {XZ}.

Para las pruebas de t de "student" y x2 se usaron programas in

corporados en la calculadora Texas Instruments 59.

5.10 Protocolos y Grupos Experimentales

Los protocolos que se siguieron de acuerdo a los grupos experi-

mentales fueron los siguientes:

Para el grupo control se permite la incorporacién de BrdUrd por
22 horas después de ser administrada intraperitonealmente. Trans
currido este tiempo, se aplica una inyeccidn intraperitoneal de
colchicina y 2 horas més tarde se sacrifican los animales por
dislocacién cervical y se obtienen las cé&lulas.

En el grupo irradiado, la irradiacibn se lleva a cabo 30 minutos
antes de la inyeccibn de BrdUrd.

Para probar el efecto de la cisteamina sobre los danos radioin-
ducidos, ésta debe ser inyectada intraperitonealmente por lo me
nos 30 minutos antes de la irradiacién.

Finalmente para probar el efecto de la cisteamina per se, ésta
se inyecta 1 hora antes de la administracién de la BrdUrd.

Para determinar el efecto de las radiaciones sobre la frecuen-
cia de ICH y rupturas cromosfmicas, asi como sobre el indice mi

tético y tiempo generacional promedio, y el efecto de la cistea
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mina sobre los cambios radioinducidos en estos pardmetros se ma
ﬁejaron 4 grupos experimentales con un minimo de 6 ratones por
grupo. Para comparar los resultados obtenidos se incluyé un gru
po tratado finicamente con la dosis mds alta de cisteamina.

Los grupos manejados fueron los ‘siguientes:
Grupo Control: Ratones sin irradiar y sin cisteamina.

Grupo Irradiado: Ratones irradiados 30 minutos antes
de la incorporacibn de la BrdUrd.

Grupo Cisteamina-Irradiado: Ratones inyectados con di
ferentes dosis de cisteamina (150, 15 y 3 ug/g de peso
corporal) 30 minutos antes de la irradiacién.

Grupo Cisteamina: Ratones inyectados con cisteamina -

(150 uyg/g de peso corporal) 40 - 60 minutos antes de
la incorporacién de Brdurd (fig. 15).
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6. RESULTADOS

6.1 Efecto de la Cisteamina sobre la Induccién de Intercam-

bios Entre Crométides Hermanas (ICH) por Radiacibén Gamma

En la tabla I y figura 16 se observa gue la radiacién gamma a
una dosis de 1.0 Gy tiene la capacidad de inducir ICH antes de
la incorporacién de BrdUrd. El valor del grupo control es de
2.5 ICH/célula, mientras que en el grupo irradiado se observa
un valor de 5.4 ICH/célula, esta diferencia resultd ser alta-
mente significativa (p<0.0001, t "student")..

También se puede observar que la inyeccibén de cisteamina antes
de la irradiacién disminuye significativamente la induccién de
ICH por radiacidén gamma. Este efecto radioprotector depende de
la dosis que se utilice. Con la dosis mayor de cisteamina equi
valente a 150 uyg/g de peso corporal se protege 100% la induc-
cién de ICH's, es decir gque prdcticamente no hay diferencia res
pecto a la frecuencia de ICH de los grupos controles no irradia
dos (2.4 vs 2.5 ICH/célula).

Cuando los animales son tratados con una dosis de 15 ig/g de pe
so corporal se obtiene un 90% de radioproteccién, sin embargo
este valor es significativo respecto al valor del grupo con-
trol (2.8 vs. 2.5 ICH/cé&lula).

Finalmente, el menor % de radioproteccién se obtuvo en el grupo
tratado con una dosis de cisteamina equivalente a 3 ug/g ya que
solo el 45% de los ICH's inducidos por radiacién son disminuidos.
La diferencia entre la frecuencia de ICH entre este grupo y el
control si es significativa (4.1 vs 2.5, p<0.0001).

El grupo control y el tratado solo con cisteamina (150 ug/g de
peso) muestran el mismo valor en la fecuencia de ICH, es decir
que la cisteamina no modifica la frecuencia basal de ICH.

En la fiqgura 17 se muestra la frecuencia acumulativa respecto al
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TABLA I

EFECTO DE LA CISTEAMINA SOBRE LA INDUCCION DE INTERCAMBIOS
ENTRE CROMATIDES HERMANAS (ICH) POR RADIACION GAMMA.

CISTEAMINA RAYOS GAMMA ICH/CEL ¥ g
X i s

(ug/9g) (Gy) (rango)

& % 25 % 02 19
(2.0 - 3.0)

- 1.0 5.4 + 0.4 " 12
(4.8 - 6.3)

3 1.0 4.1 + 0.3 " 6
(3.7 - 4.5)

15 1.0 2,8 % 0,3 N8 6
(24 = 3.9)

150 1.0 ‘ 8.4 % 0,3 W8 6
. (2.1 7+ Z.8)

150 - 2.5 % 0.3 NS 6
(2.0 - 2.9)

* p<0.005, ** p< 0.0001, NS No Significativo.
Respecto al control, prueba t de "student".

+ NGmerc de ratones analizados.

++ 30 células analizadas por ratoén.
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nmero de ICH/célula, en &sta se puede hacer un andlisis més
cuantitativo del efecto de la radiacibén y de la cisteamina per
se sobre la induccién de ICH en las poblaciones celulares.

En esta figura se aprecia claramente que la curva del grupo con
trol y del tratado con cisteamina se comportan practicamente de
la misma manera, en contraste la curva del grupo irradiado se
desplaza hacia frecuencias m&s altas de ICH.

De esta forma se puede observar cue en el 50% de la poblacibén ce
lular del grupo control y cisteamina la frecuencia de ICH corres
ponde a 2.0 ICH/cé&lula, mientras cue en el irradiado corresponde
a 4.5 ICH/célula. Esto significa que la radiacibén gamma aumenta
la frecuencia de ICH a un poco més del doble del valor control.

Por otro lado, en la figura 18 se compara de la misma manera el
efecto que tienen las diferentes dosis de cisteamina sobre la in
duccién de ICH por radiaciﬁn gamma en las poblaciones celulares
de la médula 6sea de ratdn in vivo.

En esta figura se puede apreciar la diferencia gradual en la efi
ciencia de la cisteamina para proteger a las células contra el
danio radioinducido capdz de generar ICH.

La curva del grupo tratado con 150 ug/g de cisteamina + radia-
cibn sigue el mismo comportamiento del grupo control, es decir
que también el 50% de la poblacién tiene 2.0 ICH/célula.

Con el tratamiento con 15 yug/g de cisteamina + radiacién la cur
va muestra un comportamiento semejante al del control aunque 1i
geramente desplazada hacia valores mds altos de ICH. De esta
forma se aprecia que el 50% de la poblacién celular tiene una
frecuencia de ICH equivalente a 2.3 ICH/c&lula. Asi mismo, se
observa que el % de células con mds de 3 ICH es del 30% en este
grupo, mientras gue en los controles no tratados equivale al 20%,
esta diferencia no alcanza a ser significativa.

La curva del grupo tratado con 3 pg/g de cisteanina + radiacidn

74



SL

(%)

FRECUENCIA ACUMULATIVA

100
90
80
70 |
60 |
50.
40 |
30 |
20 |
10 |

FIG.

CONTROL
RAD 1.0(Gy)

CIST(I150u g/g) + RAD
CIST(18 ug/g) + RAD
CIST(3ug/g) +RAD

ob O pe

Il 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Il 12 13

ICH/CEL

FRECUENCIA ACUMULATIVA vs. NUMERO DE ICH/CELULA.

18.

EFECTO DE LA CISTEAMINA A DIFERENTES DOSIS SOBRE
LA INDUCCION DE ICH POR RADIACION.



muestra un desplazamiento méds notable hacia frecuencias mds
altas de ICH. En ésta se aprecia que el 50% de la poblacibn
tiene 3.3 ICH/célula y que el % de células con mds de 3 ICH re
presenta el 55% de la poblacién total, esta diferencia si resul
ta significativa respecto al control. Ademds, el % de cé&lulas
con 2 ICH o menos para este grupo es de solo un 15%, mientras
que que en el control es de 50%. Una observacidén adicional es
qgue en el control no hubieron células con mids de 6 ICH's, en
cambio en los animales irradiados y tratados con 3 ug/g de cis
teamina, un 20% de las células tiene 6 ICH o m&s encontrdndose
células hasta con 13 ICH.

No obstante, alGn con la dosis de 3 ug/g de cisteamina hay un
cierto grado de proteccidn puesto que persiste una diferencia
respecto a los animales irradiados. Esta diferencia se pone de
manifiesto més claramente en las cé€lulas con frecuencias de ICH
menores de 5 . Asi mientras gue en los animales irradiados la
frecuencia de células con 3 ICH o menos es de solo el 10%, en
los animales tratados con 3 yug/g de cisteamina antes de la irra
diacién este valor corresponde a un 45%.

En realidad no existe diferencia significativa entre el valor
de ICH obtenido con las dosis de 15 y 150 ug/g de cisteamina +
radiacidén a pesar de gue la primera es 10 veces menor que la se
gunda. Esto significa que la dosis de 15 ug/g estd muy cerca-
na a la minima dosis que protege con 100% de eficiencia. Sin em
bargo, con la dosis de 3 pg/g de cisteamina que es 50 veces me-
nor que la de 150 ug/g se observa menos del 50% de radioprotec-
cidn.

Por otro lado, en la figura 19 se puede observar que la dsitribu
cién de frecuencias de ICH/cé&lula de las poblaciones celulares
de médula 6sea se comporta como tipo Poisson y no existe dife-
rencia significativa entre le valor tebrico esperado y el valor

real observado (prueba de Chi cuadrada, x?).

76



30

—
20
10
0123456789101 1213
301 1
201
10
0123545678 9I1011213
30
R 20
S
< 10 ]
o
ﬁ 0123456789I0111213
=)
Is) 304
[17]
@ 20
w
10
01 23456T7809I10111213
30
20 3
10
0123485678 910111213
30
20

10

A

012345 6789I0111213
ICH/CEL

CONTROL

X=25%14

n=570

CISTEAMINA
130ug/g
X=25%1.2
n= 180

IRRADIADO
1.0 8y
X=5.4219
n= 360

CISTEAMINA-IRRADIADO
1504g/g —1.06y

X= 24%1.2

n= 18O

CISTEAMINA-=IRRADIADO
Iﬂ,mllg - 1.0y

X=28xl8

n= 180

C1STEAMINA-IRRADIADO
Sug/g — LOGy

X= 41220

a= 180

FIG. 19. DISTRIBUCION DE FRECUENCIA DE ICH/CELULA DE LAS POBLACIONES
CELULARES DE MEDULA OSEA BAJO DIFERENTES CONDICIONES.
(La linea continua representa la distribucifén tebrica de

Poisson) .



Tanto el grupo control como el cisteamina per se y el cisteami
na - irradiado (150 pg/g de cisteamina), tienen una curva de
distribuci6n muy semejante en donde el valor de ICH de mayor

frecuencia es de 2.0 ICH/célula.

En el grupo tratado con cisteamina (15 pg/g de peso) + radiacién
se observa un ligero desplazamiento de la curva hacia frecuen-

cias mds altas y el valor de ICH de mayor frecuencia es de 2.5

ICH/célula.

Finalmente, con una dosis de 3 ug/g de cisteamina la radiopro-
teccidén es mucho menor, se observa un marcado desplazamiento de
la curva hacia la derecha (frecuencias mds altas), el miximo va
lor observado es de 13 ICH/célula y el de mayor frecuencia es
de 4 ICH/célula.

De lo anterior se desprende que hay una clara induccidén de ICH
por exposicidn a radiacidén gamma y que la cisteamina puede re-
ducir tal induccién en forma dosis - dependiente, obteniéndose

la mé&xima reduccién con unadosis de 150 pg/g de cisteamina.

6.2 Efecto de la Cisteamina sobre la Induccibén de Rupturas

Cromosémicas (RC) por Radiacién Gamma

En la tabla II se puede apreciar claramente que hay induccién
de Rupturas Cromosdmicas por radiacién gamma (1.0 Gy). En el
grupo control no se observa ninguna ruptura, mientras que en
el grupo irradiado se obtiene una frecuencia de 0.23 RC/cé&lu-

la.

A diferencia de lo que sucede con los ICH's, la frecuencia de
RC inducidas por la radiacién no se ve disminuida por el tra-
tamiento con la cisteamina a ninguna dosis ya que los valores
observados son de 0.21, 0.24 y 0.23 RC/célula pa a las dosis
de 150, 15 y 3 ug/g de cisteamina respectivam . .
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TABLA

EFECTO DE LA CISTEAMINA SOBRE LA INDUCCION DE RUPTURAS
CROMOSOMICAS (RC) POR RADIACION GAMMA

CISTEAMINA RAYOS GAMMA re/ceL * n
X +s
( ug/q) (Gy) (rango)
- - - 19
- 1.0 0.23 - 0.07 12
(0.13 - 0.40)
3 1.0 0.21 + 0.01 6
(0.12 - 0.43)
15 1.0 0.24 + 0.07 6
(0.13 - 0.33)
150 1.0 0.23 + 0.06 6
(0.16 - 0.33)
150 . - 6

+ NGmero de ratones analizados.

++ 30 células analizadas por ratén.
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En esta misma tabla se puede observar que no hay efecto de la
cisteamina per se en la induccién de RC en esta células.

Con respecto a las RC inducidas en 12 Y 2% @ivisi6n se espera-
ba que hubiera una menor frecuencia en las cé&lulas de 22 divi-
sién que de 1% debido al sistema de reparacién del ADN, sin em
bargo no se observaron diferencias significativas entre ambas
poblaciones celulares, tanto en el grupo irradiado como en el
grupo cisteamina irradiado (150 ug/g) (tabla III). Esto puede
deberse a que el tamano de la muestra no es suficiente para

tener un valor 100% representativo.

En resumen, podemos decir gue la dosis de radiacidn utilizada
induce rupturas cromosémicas y esta inducci6n no puede ser evi-

tada por la cisteamina.

6.3 Efecto de la Cisteamina sobre la Modificacidén del Indice

Mit6ético (IM) Inducida por Radiacién Gamma

En cuanto al Indice Mitdtico (IM) se puede apreciar en la ta-
bla IV una disminucién altamente significativa en el grupo so-
metido a irradiacién comparado con el grupo control. El valor
promedio de este pardmetro para el grupo control es de 77 £ 5
metafases/103 células, mientras que para el grupo irradiado es
de 57 ¥ ¢ metafases/lo3 células (p<0.0001, t "student"), esto
implica una reduccién del 26% sobre este indice del grupo irra
diado.

Por otro lado, se observa gue la cisteamina no tiene la capaci
dad de proteger a la médula &sea contra la disminucién del In-

dice Mit6tico con ninguna de las dosis utilizadas.

La cisteamina per se no afecta al valor del IM, es decir que

no altera la divisién celular.

Lo anterior sugiere que las radiaciones inducen muerte celular

y que este evento no puede ser evitado ni disminuido por efec-
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TABLA IIX

EFECTO DE LA CISTEAMINA SOBRE LA INDUCCION DE RUPTURAS CROMO-
SOMICAS EN CELULAS DE 12 Y 22 DIVISION POR RADIACION GAMMA.

++ -+
CISTEAMINA RAYOS GAMMA RC/CEL 12 p1v RC/CEL 22 DIV |n
X i s b 4 i s
( ng/q) (Gy) (rango) (rango)
| S—
_ = No detectadas No detectadas |6
- 1.0 0.24 + 0.08 0.23 + 0.07 6
(0.16 - 0.36) (0.13 - 0.40)
150 1.0 0.2 + 0.12 0.23 + 0.06 6
(0.03 - 0.26) (0.16 - 0.33)

+ NGmero de ratones analizados.
++ 30 células analizadas por ratédn.



TABLA v

EFECTO DE LA CISTEAMINA SOBRE LA MODIFICACION DEL INDICE
MITOTICO (IM) INDUCIDA POR RADIACION GAMMA.

CISTEAMINA RAYOS GAMMA INDICE MITOTICO *% | n?
X + s
( ug/qg) (Gy) (rango)
- - 77 + 7 19
(62 - 88)
- 1.0 57 + 6 ** 12
(43 - 67)
3 1.0 62 + 6 ** 6
(55 - 71) X
15 1.0 62 + 1 ** 6
(60 - 63)
150 1.0 _ 58 + 3 ** 6
(54 - 63)
150 - 74 + 4 B 6
(69 - 80)

* p<0.005, ** p < 0.0001, NS No Significativo.
Respecto al control, prueba t de "student".

% N(mero de ratones analizados.

++ NGmero de metafases en 1000 célﬁlas analizadas.
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to de la cisteamina, ya que la diferencia entre los valores del
IM para los tres grupos cisteamina-irradiado respecto al control

es altamente significativa.

6.4 Efecto de la Cisteamina sobre la Modificacidén del Tiempo

Generacional Promedio (TGP) Inducida por Radiacién Gamma

El efecto de la radiacién gama sobre el Tiempo Generacional Pro
medio (TGP) puede observarse en la tabla V.

El valor promedio obtenido para el grupo control es de 12.3 ho-
ras, mientras que para el grupo irradiado se observa una dismi-
nucién de 1 hora lo cual resulta ser altamente significativo
(12.3 vs 11.3 horas, p<0.0001, t "student").

Ademds, en ninguno de los grupos tratados con cisteamina a dife
rentes concentraciones + radiacidén se detecta algfin efecto so-

bre el TGP, ni siquiera con la dosis mayor de cisteamina.

Esto significa que la radiacién induce una disminucién en el
tiempo promedio del proceso de divisién celular y que la cis-
teamina no tiene ningdn efecto sobre dicho cambio.

Finalmente se comprobd que la cisteamina por si sola no induce
cambios en el TGP con ninguna de las dosis utilizadas.

6.5 Comparacién del Efecto de la Cisteamina sobre la Induc-
cién de ICH y RC, y sobre la Modificacidén del IM y TGP

por Radiacidén Gamma

La induccibén de ICH después de la irradiacién resulté ser al-
tamente significativa respecto al control. Sin embargo, esta
induccién pudo ser reducida con el tratamiento con cisteamina
antes de irradiar. La dosis mds efectiva para proteger contra
ICH fué la de 150 ug/g (100% de proteccidén), auncue la dosis
de 15 yg/g de cisteamina resulté tener todavia v 90% de efec
tividad y la de 3 ug/g solo un 45%.
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TABLA v

EFECTO DE LA CISTEAMINA SOBRE LA MODIFICACION DEL TIEMPO
GENERACIONAL PROMEDIO (TGP) INDUCIDA POR RADIACION GAMMA,

+
CISTEAMINA RAYOS GAMMA _TGP ¥ . n+
X i s
( ng/q) (Gy) (hrs)
- - 12.3 + 0.4 1%

(11.3 - 13.3)

* %

- 1.0 113 0.4 12
(10.9 - 12.0)

|+

*

3 1.0 11.6 + 0.4 6
(10.8 - 12.0)

15 1.0 11.2 + 0.4 ** 6
(10.9 - 11.7)

|+

*

150 1.0 1.6 0.5 6
(11.2 - 12.3)

|+

I+

150 - 12.4 + 0.3 NS 6
(12.1 -, 12.9)

* p<0.005, ** p < 0.0001, NS No Significativo.
Respecto al control, prueba t de "student®.

+ Nfimero de ratones analizadocs.

++ 300 células analizadas, ( ver pdgina 30 ).
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Por otro lado, se observ6 también una induccién de RC respecto
a los grupos testigo (0.23 vs 0.00 , p< 0.0001, t "sudent"), pe
ro en este caso la cisteamina no fué& capdz de evitar tal induc-
cién con ninguna de las dosis probadas.

Comparando la induccién de ICH con la de RC, se observa gue la
frecuencia de ICH/célula es de un orden de magnitud mayor que
la de RC/célula bajo las mismas condiciones y en las mismas cé-
lulas. Comparando el efecto de la cisteamina sobre dicha induc
cién se observa que mientras que la cisteamina protege la induc
cidén de ICH en forma dosis-dependiente, ésta no tiene efecto al

guno sobre la induccién de RC por radiacién gamma.

Estos resultados indican que tanto la induccién de ICH como de
RC son producidas por efecto de la radiacién, sin embargo el da

no que las produce debe ser de diferente naturaleza.

Con respecto al IM, éste resulté significativamente menor respec
to al grupo testigo tanto en el grupo irradiado, como en los gru
pos que recibieron tratamiento con cisteamina antes de ser irra-
diados. Esto significa que la cisteamina no tiene efecto sobre

la depresién radioinducida en el IM.

Tomando en cuenta gque la induccién de ICH es reducida por la cis
teamina y que &sta no es efectiva para evitar la disminucibn del
IM, es evidente gue ambos eventos son producidos por distintos

mecanismos.

Otro parémetro que resultd afectado por la radiacién es el TGP,
Sobre éste se observa una disminucién en el grupo irradiado
gue resulta ser significativa respecto al contreol. Sin embargo
esta aceleracién de la divisién celular no es evitada por la cis
teamina.

Dado gue el efecto de la radiacibn sobre el ICH es evitado por
la cisteamina, a diferencia de lo gue sucede con el TGP, se pue
de proponer que no hay una correlacién entre la variacién del

TGP vy la frecuencia de ICH.
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v = DISCUSION DE RESULTADOS

7 Efecto de la Cisteamina sobre la Induccibn de Intercam-

bios Entre Cromdtides Hermanas (ICH) por Radiacibn Gamma

Algunos trabajos han reportado gue la radiacién ionizante pro-
duce una induccibén considerable de ICH a dosis de radiacibn que

van desde 0.15 Gy hasta 3.0 Gy (8,29,86) "

Los resultados obtenidos en este trabajo (87) concuerdan clara-
mente con el hecho de que la radiacibén gamma incrementa la fre-
cuencia de ICH, ya que la frecuencia de ICH en el grupo irradia
do representa un poco mds del doble del valor control.

En ambos grupos la distribucién de frecuencias de ICH se ajusta
a la distribucién de tipo Poisson con la diferencia de que en el
grupo irradiado la curva se desplaza hacia frecuencias mayores
hasta de 13 ICH/célula.

Respecto al efecto de la cisteamina sobre tal induccibn se obser
va gue ésta tiene la capacidad de reducir 100% los ICH's radioin
ducidos. Este efecto depende de la dosis de cisteamina que se u
tilice, siendo la m&s efectiva la de 150 ug/g de peso corporal.

Schmit, et. al. en 1983 (88) realizando experimentos con lineas
celulares de fibroblastos humanos normales observaron induccién
de ICH por radiacibén gamma a 0.12, 0.24 y 0.36 Gy (GOCO}, y por
otro lado detectaron que tal efecto es virtualmente eliminado

cuando el cultivo es irradiado 30 minutos después de la incuba-

cibébn con 5mM de cisteamina y catalasa.

Abramovsky et. al. en 1978 (29) reportaron induccién de ICH por
rayos X en linfocitos humanos, adem&s sus datos indican que la L-
cisteina es efectiva en reducir la frecuencia de ICH/célula des-
pués de la exposicibén a rayos X en la fase G; de la segunda divi-
sién mitdtica. Sin embargo la frecuencia de ICH/célula sigue sien

do alta respecto a la observada en ausencia de influencia mutagéni
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ca (p <0.05). Por otro lado, en el grupo irradiado se obtiene
un incremento en la frecuencia de ICH correspondiente a 3 ve-
ces el valor control en ausencia ‘de L-cisteina y solo una fre

cuencia del doble se registra con la adicibén del antimutigeno-

Aungque el radioprotector utilizado en los experimentos de Abra
movsky es diferente a la cisteamina, ambos son compuestos con
grupos -SH y deben actuar de una manera semajante.

A pesar de que los trabajos mencionados anteriormente scn rea
lizados in vitro, nuestros resultados obtenidos in vivo concuer
dan con éstos en el sentido de cue es probable la proteccién
guimica contra la induccidn de ICH por radiacibn.

Hasta la fecha no se ha podido establecer con claridad cuél es
el mecanismo mediante el que opera la radioproteccién observa-
da con los compuestos -SH. Sin embargo, varios trabajos apoyan
la hipbtesis de que los compuestos sulfhidrilo confieren protec
cibn a las cé&lulas contra los danos radioinducidos mediante un
mecanismo de competencia "atrapando" a los radicales libres y e

vitando asi su efecto nocivo {50, 51, 523~

La induccibn de ICH por sustancias formadoras de radicales li-
bres como la hidroxilamina, hidrazina e isoniazida, asi como la
inhibicién de tal induccibén por la cisteina sugieren gque
la propiedad reductora de este antimut&geno inhibe la actividad
de los radicales y super-6xidos. E1l hecho de cue la cisteina
reduzca los ICH inducidos por las sustancias mencionadas permi-
te inferir que los radicales libres y peréxidos esté&n involucra

dos directamente en la induccién de ICH (82)

Por otro lado, se ha observado que la proteccidn conferida por
algGn compuesto -SH depende de varios factores como son tempe-
ratura, pH, pK y concentracién del compuesto. FPor lo tanto la accién
radioprotectora de estas sustancias depende de |- concentracién
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del grupo tiol que se encuentre presente dentro de la célula

(77)°

Otros autores sugieren que la actividad radioprotectora de los
compuestos -SH se debe a que estimulan la liberacifn interna
de otras sustancias radioprotectoras como el 3'5' AMP ciclico

y el glutatibn éste filtimo debe actuar

( 45, 70, 71) (68, 69)’
estabilizando radicales libres y eliminando al per6xido de hi-
drbégeno por la via de la glutatidén peroxidasa. La alta incor-
poracibén de glutatidén en las proteinas se podria considerar co
mo reserva de un agente natural fisiolbgico protector qﬁe pue-
de ser movilizado bajo ciertas condiciones. Dicha movilizacién
tal vez sea una de las principales funciones de los compuestos

tioles .

Los resultados obtenidos en este trabajo apoyan la hipbtesis de
que dada la capacidad radioprotectora de la cisteamina, é&sta puede
inactivar a los radicales libres formados por la via indirecta de
la radiacién, evitando de esta manera la formacidn de aductos, en-
laces cruzados vy en general lesiones en el ADN qgue traen como con-

<

secuencia la produccién de ICH's.

T2 Efecto de la Cisteamina sobre la Induccifn de Rupturas

Cromosémicas (RC) por Radiacidn Gamma

Se han hecho muchos experimentos para comprobar la produccién
de alteraciones cromosémicas por la exposicifn a radiaciones io

nizantes (g5 531, 62, 89, 90, 91 )°

Estos efectos inducidos por radiacibén son dosis - dependientes,
y se ha observado que la etapa G, es m&s radiosensible gue la
etapa G1 en cuanto a aberraciones, ya que en Gl existe un perioc
do m8s prolongado para reparar el dafo provocado por la exposi-

cibn a rayos X antes de entrar en mitosis (29) *

88



Varios autores han reportado que la induccién de aberraciones
cromosémicas por radiacién ionizante puede ser disminuida por
accién de sustancias -SH como la cisteamina, aunque dicha dis

minucién no sea de un 100%.

Warren y Siclair en 1969 (61) reportaron que la proteccién con
ferida por cisteamina en células de hamster Chino irradiadas

con rayos X es mayor en la etapa del ciclo celular mds sensible
a la radiacién, es decir G, , y menor en las etapas menos sensi

bles, o sea Gy ¥ S.

En oposicién a los resultados obtenidos en este trabajo, Sasaki

y Matsubara en 1977 encontraron que las aberraciones cromo

sémicas inducidas po;SELdiacién gamma en linfocitos humanos pue
de ser disminuida por la accién de compuestos -SH como la ciste
ina, y la cisteamina. También observaron una disminucién con

compuestos alcoholes como metanol, isoporpanol, t-butanol, eti-

lenglicol y glicerol.

El nivel de proteccién fué diferente entre ambos tipos de com-
puestos ya que la frecuencia de aberraciones obtenida con el
grupo pretratado con compuestos alcoholes fué del 21% de las cé
lulas irradiadas solo con PBS, y del 5% para el grupo pretrata-
do con compuestos sulfhidrilo. A su vez, de los compuestos -SH
la cisteamina resultd ser mds efectiva que la L-cisteina para
proteger contra los ICH's radioindﬂcidos.

La curva dosis - respuesta para tal efecto demostr6 un compor-
tamiento dosis - dependiente para todos los compuestos utiliza-
dos en el experimento anterior, sin embargo existe un punto de
concentracién del compuesto por arriba del cudl la proteccibn
ya no aumenta.

De acuerdo a la relacién obtenida entre la concentracibén del
compuesto que se necesita para la proteccién media m&xima (S -

1/2 méx), y la velocidad de reaccién ( K(M 's™1) ), sasaki y -
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llatsubara en 1977 (51}.0bservaron‘que solo se ajusta una relacién
lineal para el casoc de los radicales OH , md&s no se observ6 co-
rrelacién entre la habilidad protectora y la velocidad de reac-
cibn para radicales #Y ni para e . Por esta razén concluyeron
que la mayoria de los radicales responsables del dafio indirecto
producido por rayos gamma son los radicales OH .

Debido a que el valor de la fraccibn protegible en la méxima
proteccidén observada (P m&x) obtenido para el grupo de alcoho-
les fué de 0.586, aproximadamente ei 60% del dafio puede deber-
se a la accibn indirecta, y el 40% a la directa. En el caso de
los compuestos -SH se obtuvo un valor de P m&x = 0.797 por lo
que el 20% del dafio es producido por la via directa.

Se asume entonces que la fraccibn protegible por compuestos re
movedores de radicales estd relacionada con la accién indirec-
ta de la radiacibn ya que el dano es producido en la molécula
"blanco" por reaccién de los radicales libres con ésta y la pro
teccidn conferida por el compuesto quimico suministrado se de-
be a la neutralizacién de dichos radicales (s1)®

Por otro lado, Littlefield et. al.en 1987 (89) observaron que 2/3
de la frecuencia de aberraciones en linfocitos humanos inducidas
por la exposicién a 0.5 - 5.0 Gy de rayos X puede ser disminuida
por un tratamiento com Dimetil sulféxido (DMSO) que es un remove
dor selectivo de radicales OH , siempre y cuando se aplique an-

tes de la irradiacién.

Mac Laren et. al.en 1987 haciendo experimentos con linfoci-

tos de personas gue padecégoél sindrome de Down (LSD) y con lin-
focitos de personas normales (LNH), observaron que usando etanol y
manitol como removedores de radicales libres, se disminuye la fre
cuencia de aberraciones inducida por rayos X en LNH mds no en

LSD.

Los resultados obtenidos en esta tesis coinciden con los traba-

jos mencionados anteriormente respecto a la inducci6n de aberra
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ciones cromosbmicas por radiacibn ionizante, sin embargo no se
detect6 efecto alguno de lacisteamina sobre tal induccién.

La diferencia observada entre los resultados de este trabajo y
los datos antes mencionados, podria ser explicada en base a la
dosis de radiacifn utilizada en cada caso la cual resulta ser
mucho mayor en los experimentos de Sasaki et. al. en 1977 (51)~
(3.0 Gy), esta dosis podria estar causando aberraciones cromosé
micas tanto por la via indirecta como por la directa (70 y 30%
respectivamente) mientras que con las dosis utilizadas en este
experimento (1 Gy) solo se producen aberraciones por la via indi
recta por lo que é&stas no pueden ser disminuidas por la cisteamina.

Sin embargo, los datos reportados por Littlefiel et. al. (1987)
demuestran que el DMSO reduce el 70% de las aberraciones indu-
cidas en linfocitos irradiados con dosis desde 0.5 Gy hasta 5.0
Gy. Estos resultados se contraponen con nuestra hipbtesis ex-
plicativa propuesta ya gue se observa gue con dosis desde 0.5-
Gy.ya hay producci®n de aberraciones via radicales libres.

No obstante, los datos obtenidos por Kligerman et. al. (1987)
demuestran que los linfocitos humanos de sangre periférica son
1.75 veces mds sensibles a la induccibdn de aberraciones cromo-
sémicas por rayos gamma que los linfocitos de sangre priférica

de ratén Por lo tanto, es importante resaltar que el ti

(91)°
po celular es determinante para la respuesta gue se obtenga de
bido a diferencias en sensibilidad y capacidad de reparacifn

fundamentalmente.

Tal vez las cé&lulas de la mé&dula 6sea de ratén son menos sensi
bles a la radiacibén, o tal vez tengan mejor capacidad de repa-
racién que los linfocitos humanos. También podrfa explicarse en
base a que en las cé&lulas de ratén no se produjeran aberracio-

nes por lesiones causadas en el ADN mediante radicales libres.

Cabe mencionar también gue es muy importante considerar el ti-

po de sistema que se utilice en cada experimento, ya que mien
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tras nuestros experimentos fueron realizados in vivo, los de-

mds se llevaron a cabo en vitro.

Esta diferencia trae consigo varias implicaciones ya que en un
cultivo celular irradiade in vitro se pueden producir mis radi
cales libres debido al medio acuoso en el que se encuentran las
células, esto causaria una mayor produccién de aberraciones por

la via indirecta.

Por otro lado los experimentos in vivo involucran una serie de
factores fisiol&gicos propios del organismo sobre los gue no
pueden haber modificaciones, por ejemplo la estimulacidén de al
glin 6rgano que produzca metabolitos secundarios que puedan in-
teraccionar con las células en cuestibn, o bien la produccién

de hormonas o enzimas que interfieran con la respuesta.

Otra diferencia importante es la distribucién del radioprotec-
tor en el sistema, ya que mientras en los experimentos in vi-
tro se administra el compuesto directamente a las células expe
rimentales, en los experimentos in vivo no se sabe con exacti-
tud que tanto por ciento del compuesto alcanza a las células en
cuestién. Este evento también depende de la permeabilidad ce-

lular.

Finalmente, se consideré que el nfimero de células que se tomaron
en cuenta para analizar rupturas cromosdmicas no es el adecuado,
ya que debido a la frecuencia tan baja de este evento, resulta
conveniente analizar un nGmero mayor de células para determinar
con mejor precisién el grado con que la cisteamina protege a las
células contra la induccién de rupturas cromosémicas por radia-
cidén gamma.

743 Efecto de la Cisteamina sobre la Modificacibén del Indice

Mitético (IM) Inducida por Radiacién Gamma

A pesar de que el Indice Mit6tico no mide especificamente la
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capacidad reproductora celular, sf puede constituir un Indice
confiable de la radicsensibilidad celular.

Los resultados de este trabajo obtenidos para dicho par&metro
indican que en el grupo irradiado hay una reduccién del 29% del
valor control el cual resulta ser altamente significativo (p <
0.0001). Esta diferencia sugiere que hay una disminucién en el
nGmero de células en divisién probablemente debido a la muerte

celular provocada por la radiacibn.

Pitra et. al. en 1977 (54) al igual que Vergroesen et. al. en
1962 (52)
las células de mamifero (Hamster Chino y humano respectivamen-

encontraron que la cisteamina es capdz de proteger a

te) contra la muerte celular inducida por rayos X.

Sin embargo, Eker y Phil en 1964 (76) reportaron gue no existe
efecto alguno de la cisteamina ni de la cisteina para evitar el

dano celular radioinducido que provoca la muerte.

Los compuestos-SH estudiados en los experimentos antes mencio-
nados no mostraron efectividad para evitar los efectos de la ra
diacibén sobre la proliferaci6én celular en células L de ratén.
Estos resultados est&n de acuerdo con los datos obtenidos por o
tros autores que han estudiado células de mamifero in vitro (92)
Nuestros resultados son mis comparables con los obtenidos por
Eker y Phil ya que la proliferacién celular est& mé&s relaciona-
da con el indice mitStico que la tasa de supervivencia celular
analizada por Pitra y Vergroesen.

Tomando en cuenta lo anterior, se puede observar que los resul-
tados de esta tesis coinciden con el reporte de que no hay e-
fecto de la cisteamina sobre la reaccién de la proliferacién

celular inducida por radiacidn (76) "

A pesar de que los tres par@metros estdn muy relacionados, ca-
da uno de ellos indica diferentes aspectos celulares y no se
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puede establecer una comparacifén directa entre ellos; ademds
hay que considerar que las condiciones experimentales son muy
diferentes ya que los trabajos reﬁortados son realizados in vi
tro con cultivos de lineas celulares especificas y la exposi-
cibn a radiacibén es de dosis mayores (2.4 Gy - 5.0 Gy) lo cuil
influye directamente sobre la sensibilidad celular.

Los resultados de esta tesis sugieren que los efectos de la ra
diaci6én sobre el indice mitbético son producidos por la via di-
recta ya que la cisteamina no es cap&z de conferir proteccién

en este sentido.

7.4 Efecto de la Cisteamina sobre la Modificacién del Tiempo

Generacional Promedioc (TGP) Inducida por Radiacifn Gamma

El Tiempo Generacional Promedio también est8 de alguna manera
relacionado con los par&metros anteriores ya que indica cada

cuanto tiempo se divide la célula aproximadamente,

Yu y Sinclair en 1970 haciendo estudios en poblaciones

sincronizadas de célul;22$79—51?1 de hamster Chino, observaron
qgue las cé&lulas irradiadas en S sufren un retardo mitético ma-
yor gue las cé&lulas irradiadas en G, o en G,. También observa
ron que para obtener el mismo efecto en células pretratadas con
cisteamina se necesita una dosis de radiacifn 2.4 veces mayor

que la del grupo irradiado.

La mé@xima proteccién contra el retardo mit6tico se obtuvo en cé

lulas irradiadas en S y Gyi mientras gue en cé

tardia’ 8temprana
lulas irradiadas en G2 se observa una proteccién mucho mencr.

Sin embargo, este parédmetro indica el tiempo en el cudl se alcan
za el pico maximo del ndmero de mitosis, a diferencia del tiem-
po generacional promedio que indica cuanto tiempo tardan las cé

lulas en dividirse.

En contraste, nuestros resultados muestran que la radiacibén pro-

94



duce una disminucién en el TGP de 1 hora respecto al control.
Por otro lado, se observ6 que la cisteamina no tiene efecto so
bre esta reduccién en el tiempo de divisién.

Se puede decir gue la radiaci6n estd disminuyendo el tiempo de
divisibén promedio de las cé&lulas existentes por lo que el nft-
mero de células en 3% divisién aumenta considerablemente en re
lacién al nGmero de células de 12 Y 2% divisién en los anima-

les irradiados.

El significado biol6gico de este evento ha sido previamente
propuesto por Morales - Ramirez et. al. en 1984 (9) Ya que ob
servaron una reduccién en el TGP en los ciclos de divisién
postericres a la irradiacién con dosis mds bajas de rayos ga-
mma que las utilizadas en el presente trabajo. La hipdtesis
que se propuso fué gue siendo €ste un sistema in vivo las ra
diaciones causan una importante mortandad celular, esto trae
como consecuencia que el organismo trate de recompensar esta
diferencia induciendo la proliferacién de cé&lulas precursoras
que normalmente no estdn en divisibén, pero que debido a la si-
tuaciédn de emergencia se dividen més répidamente operando co-

mo un mecanismo homeostdtico.

El hecho de que la cisteamina no tenga efecto sobre el TGP su-
giere que dicho efecto producido por la radiacién es mediante

via directa.

7.5 Comparacifn del Efecto de la Cisteamina sobre la Induc-
cibén de ICH vy RC, y sobre la Modificacién del IM y TGP

Inducida por Radiacifén Gamma

Respecto a la comparacién del efecto de la radiacién gamma y
la cisteamina sobre los cuatro pardmetros, es evidente que ca
da uno de los Indices sufre modificaciones por efectos de la
radiacién, ya que por un lado se observé induccibén de ICH y a
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berraciones cromosémicas en células de médula 6sea de ratén in
vivo, mientras gue por otro lado se obtuvo una disminucién con

siderable en el IM asi como una aceleracién en el TGP.

Analizando el efecto de la cisteamina sobre los eventos anterio
res se observé claramente que el Gnico par@metro modificable por
este compuesto fué la inducci6én de ICH, ésta pudo ser disminui-
da 100% con la inyeccién intraperitoneal de cisteamina 30 minu-
tos antes de irradiarse. Sin embargo, no se observé modifica-
cibén alguna sobre los efectos de la radiacién en los demés pa-
rémetros.

El hecho de gue la cisteamina es capéz de evitar la induccién
de ICH por radiacidén gamma, a diferencia de lo gue sucede con
las rupturas cromosémicas sugiere gue ambos fenfmenos ocurren

de manera independiente.

Ademds, dado gue tampoco se aprecié efecto de tal compuesto so
bre la modificacidén del IM y TGP por la radiacibn, se puede pro
poner que no hay correlacibn entre la modificacién del IM y TGP

con la variacibén en la frecuencia de ICH.

Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan ccn los re
portados por Morales - Ramirez en 1984 (9) ©n células de médu-
la 6sea de ratén in vivo en donde observd gue tanto los ICH co-
mo las rupturas cromosdmicas constituyen una respuesta clara de

la exposicién a las radiaciones ionizantes.

Al comparar la inducci6n de ICH con la de rupturas cromosfmi-
cas, Morales - Ramirez en 1984(9)0bserv6 que la frecuencia de ICH/
célula resultd ser hasta de dos &rdenes de magnitud mayor gue
la de rupturas cromosémicas/célula comparadas bajo las mismas
condiciones siendo similar dicha respuesta para los dos perio-

dos postirradiacién considerados ( 12 y 18 horas ).

Ademds, para establecer la existencia de alguna correlacién en
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tre la induccién de ICH/célula y de aberraciones, compar6 la
frecuencia de ICH/célula en células con y sin rupturas. En di
cha comparacién observ6é que las células con o sin rupturas pre
sentan précticamente la misma frecuencia de ICH lo cudl sugie-
re que no hay relacién directa entre ambos eventos.

Por otro lado, dado gue en esos experimentos la frecuencia de
ICH fué igual en ambos perifodos postirradiacién, a diferencia
del TGP gue es mayor en el segundo periodo, y del IM gque re-
sulté ser significativamente menor en ambos perlodos respecto
a sus controles, se sugirié que no hay correlacibn entre la va

riacién del TGP e IM con la frecuencia de ICH.

En general, se puede decir gue la induccién de ICH por radia-
cién gamma se da por la via indirecta, mientras que la modifi
cacibn en los otros tres pardmetros es por la via directa por
lo que la cisteamina no tiene efecto sobre éstos.

7.6 Efectos Colaterales de la Cisteamina

A pesar de gue varios autores han reportado que la cisteamina
per se tiene efectos citot6xicos secundarios como induccibn de
rompimientos de cadena sencilla del ADN (58) * inhibicién de la
sintesis de ADN ( 61, 75 )° induccién de aberraciones cromos6-—
micas (78) * inhibici6én de la proliferacién celular (76)" © in-
cluso induccién de ICH (79, 80, 83 )' los resultados de este
trabajo mostraron que la cisteamina por si sola no afecta a

ningunc de les cuatro pardmetros analizados.

Sin embargo, es importante resaltar que las condiciones experi
mentales son determinantes para poder comparar resultados, ya
gue varios aspectos como tipo celular, organismo, concentra-
ciones utilizadas del compuesto radioprotector, y algunas otras
condiciones experimentales como temperatura, pK, pH, concentra-

cién  de oxigeno y la realizacibén del experimento in vivo o in
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vitro influyen directamente sobre el tipo de respuesta que se de-
sea estudiar. Por ejemplo, Speit et. al., en 1980 (79) reporta-
ron induccidn de ICH por cisteamina en células V 79 de hamster -
Chino, mientras que en 1982 (84) encontraron gque la cisteamina -
per se no induce ICH en linfocitos humanos.

Asi mismo, otros autores también han reportado que no hay ci-
totoxicidad inducida por la cisteamina sobre algunos paréime-
tros como aberraciones cromosdmicas (49,50) * supervivencia ce

lular y frecuencia de mutacién (54) " retardo mitdtico .., e in

hibicidén mitdtica (75) *

Como se puede apreciar los efectos de los compuestos ~SH son
mGltiples y sus mecanismos de accifn no se conocen a fondo.

Por un lado exhiben un amplio espectro de actividad antimuta-
génica y anticlastogénica, mientras gue en otros experimentos

producen varios tipos de daho celular por si sclos.

Por lo menos bajo las condiciones experimentales de este tra-

bajo no se aprecid efecto tbéxico de la cisteamina per se.
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8. CONCLUSIONES

De los resultados analizados anteriormente en células de médu-
la 6sea de ratén in vivo se pueden obtener las siguientes con-

clusiones:

1. La cisteamina tiene la capacidad de proteger a
las céiulas contra la induccidén de ICH's en for
ma dosis - dependiente, obteniéndose el 100% de
proteccién con una dosis de 150 pug/g de cistea-

mina.

2. Es posible que la induccién de ICH éea causada por
la via indirecta de produccién de dano por radia-
cidén, va que la cisteamina tiene la capacidad de
evitar tal induccién por la captacidn de radicales
libres.

3. El efecto de la radiacién sobre el Indice Mit6-
tico, Tiempo Generacional Promedio y Ruﬁturas
Cromosémicas se produce por la via directa ya

que no puede ser evitado por la cisteamina.

4. El hecho de que la cisteamina proteja contra la
induccién de ICH mds no contra Rupturas Cromo-
sémicas indica que no hay relacién entre el dafo
inductor de ICH y el inductor de Rupturas Cromo-

sbmicas.

5. No existe citotoxicidad ni genotoxicidad colate-
ral provocada por la cisteamina per se, al menos
sobre los paré&metros analizados en estos experi-

mentos.
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