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RESUMEN



R E 8§ U M E N

La Mitomicina C (MMC) es un antibidtico que =e
considera un derivado del uretano y la etilenamina. poseeo
propiedades antibacterianas v a ititumorales. se le
considera un potente inductorde Intercambio de Cromitidas
Hermanas (ICH) y un prototipo de agente alguilante
biorreductivo para \so clinico. .

Debido a que han surgido una serie de investigacionses
acerca de la respuesta adaptativa (R.A) pero la mayoria de
eptas se han realizado con radiaciones estimandose sl dafio
celular por medio de aberraciones cromosémicas ya sea en
sistemas tanto_in yivo como in

El presente trabajo se realizdé en un sistema in vitro
utilizando cultivos de linfocitos humsnos estimulados con
las siguisntes doeis adaptativas de MMC:5,10 y 20 ng/ml ¥y
tratadas con 200 y 400 ng/ml-y dos diferentes tiempos de
contacto de 4 y 1 hr respectivaments del mismo agente.
evaluando posteriormente tanto el dafio celular por medio
del numero de ICH., como el potencial genotdxico del
antibiético.

Loa resultados mostrarén que no hubo diferencias
eatadisticamente significativas para las dosis de 5 y 10
ng/nl comparadas con g#ufr testigos(dosis adaptativas mas
dosis de desafio) ni para la dosis de reto de 200 ng/ml
para ambos donadores y la dosis de reto de 400 ng/ ml.

Se concluye que la MMC es un agente capaz de indueir
R.A y eficazmente a dosis de 5 y 10 ng/ml s=sin tener
ninguna influencjia la concentracién y tiempo de contacto
del antibidético.
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INTRODUCC I ON



MITOMICINA C (MMC)

El antibiético fud inicialmente aislado de

Streptomyces caespitosus en 1856 y se considera como un

derivado del uretano y la etilenamina :Presenta una
estructura policiclica con grupos altamente reactivos la

cual s8e encuentra esquematizada en la figura 1.Posee
propiedades antitumorales y antibacterianas debido a su
interaccién con el DNA, a la vez que actia como agente
algquilante bifuncional. La MMC inhibe gelectivamente la
sintesis de DNA,pero no afecta la sintesis de RNA ¥y
proteinas Reich y col.citado por (62) propusieron que la
MMC actia a través de la escicién de fibras de DNA v de
ese modo previene la replicacién. La despolimerizacién de
DNA y la acumulacidén de fragmentos‘écido—solubles implica
al sistema de reparacién de DNA polimerasa como posible
blanco de la actividad de la mitomicina C (62).

Posteriormente se confirmé que este antibiético es un
inhibidor especifico de la sintesis de’ DNA y se propuso
que su accién quimica se debe a sus propiedades
alguilantes. Iyer y Szibalsky sugirieron que la accién
primaria de la mitomicina C es por entrecruzamientoc entre
el antibiético .y la molécula de DNA, produciendo
posteriormente como accidén secundaria la degradacién del
DNA(1B).Sin embargo,el entrecruzamiento solamente se
realiza después de la reduccién de la molécula de MMC a
derivados de hidroquinona-reductasa dependiente de
NADPH( £ig.Z) (58).



FIG: 1.« Esbructura_ quimica de la Mitomicina T
(tomado de Stephan).

2.



La activacién reductiva del antibidético MMC produce interme-
diarios reactivos con la capacidad para producir entrecruzamien-
tos entre hebras complementarias del DNA;tales entrecruzamientos
se consideran las lesiones responsables de la citotoxicidad pro-
ducida por dicho agente.

En tejidos humanos sélo una tercera parte del DNA muestra en
trecruzamiento con el antibidtico(37). La formacién de dicha al-
teracién se correlaciona con la muerte celular debido a la difi-
cultad para la separacidén de las fibras hermanas del DNA durante
la replicacién.

En resumen, la toxicidad puede explicarse por la formacién
de un agente alquilante bifuncional totalmente reducido que se-
entrecruza con el DNA, como se muestra en la fig.Z. En presencia
de ox{geno,el radical semiquinona formado despues de la reducci-~
én de un electrén,puede transferir este electrdn al ox{geno para
generar el anién superdxido y regenerar la quinona oxidada .

1a deteccidn de superdxido y radicales hidréxilo después de-~
1a reduccién de MMC en presencia de oxfgeno coincide con el meca
nismo de reaccidn indicada.

Una variedad de estudios han demostrado (ue citocromo C re-
ductasa NADPH-dependiente y la xantina oxidada son capaces de ag
tivar a MMC en presencia o ausencia de oxigeno.
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EFECTOS CITOGENETICOS PRODUCIDOS POR LA MMC

1.~ Aberraciones cromosdmicas.
" Las aberraciones cromosdmicas son alteraciocnes en la
estructura o en el nimerc de cromosomas .y son inducidas
por diversos agentes como los mutagénos fisicos
t{ejemplo,las radiaciones ioizantes) y quimicos (ejemplo,
los agentes alquilantes).El tipo de aberracién dependera
de la etapa del ciclo celular en que incida el mutdgeno
asi como del tipo de agente mutagénico empleado .Las
radiaciones ionizantes pueden inducir rupturas, tanto en
la cadena como en las bases del DNA y Bon efectivas en
todaa las etapas del ciclo celular; sin embargo,si el
efecto se produce en la fame Gl se presentan aberraciones
de tipo cromosdmico ¥y si el dafio es en la fase G2 las
aberraciones son de tipo cromatidico,en cambio, con los
mutdgencs quimicos {(que en general son efectuados en la
fase s), la respuesta -3 diferente, formandose
principalmente aberraciones cromatidicas sin importar la
fase del ciclo celular en que se produce el dafio(8,9).

Exlasten numerasas evidencias que confirman la
genotoxicidad de la MMC,como son estudios en Vicia faka,
dénde se han observado diveaos tipos de aberraciones
cromosdmicas.En este sistema la frecuencia de absrraciones
no @se afecta por anoxia,cambics de pH o tamperatura
(30,31.77). El1 tratamiento de leucocitoa humanos en la
fase GO,G1 o § también ha producido aberraciones
cromoaémicas similares a las detectadas en Vicia-faba .El
rompimiento de cromoeomas causado por la MMC ase ha
atribuido a la unidn de fibras complementarias de DNA por
enlaces covalentes (31} En Vicia faba las aberpaciones
cromosémicas inducidas por MMC se localizan cominmente en
las regiones heterocromaticas,con una frecuencla méxima de
rompimiento en los cromosomas submetacéntricos.
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En linfocitos humanos se demostré que la MMC induce
preferencialmente brechas,rupturas y rearreglos en las
constricciones secundarias de los cromosomas 1,16 ¥y
particularmente en el cromosoma 9 (8,35).Los resultados
anteriores indican que la heterocomatina es un sitio
esencial para la produccién de aberraciones cromatidicas
inducidas por MMC y coincide con la observacién de que los
rompimientos se localizan en regiones ricas en guanina-
citosina (G-C). Existe ademds un eatudio comparativo entre
varios Jlaboratorica gque trabajaron con cromosomas de
ratén,el cual reveld que el 80X de todas las aberraciones
8e localizan en las regiones heterocromatidicas(36,64).

Las configuraciones cuadrirradiales constituyen un
buen modelo para el estudio de aberraciones cromoasdmicas
inducidas por la MMC.En este modslo la distribucién de los
sitios donde se presentan las aberraciones se ha
correlacionado con los patrones de bandeo;asi Morad y col.
encontraron que los intercambios coinciden con las bandas
C en preraciones con quinacrina y determinaron que las
constricciones secundarias de loa cromosomas 1,9 y 16 son
los mde involucrados(36,).



2.~ Intercambio de Cromitidas Hermanas (ICH)

El intercambio de (ICH) refleja un intercambio de
segmentos simétricos y equivalentes entre las cromitidas
de un mismo cromosoma.La diferenciacién de ICH se realizé
inicialmente por Taylor en 1958.quien uso la incorporacién
de timidina tritiada (Hdt3) seguida por autorradiografia
para demostrar la distrbucién semiconservativa del DNA
entre las cromédtidas hermanas(22,69).

Actualmente se han desarrollado diversos métodos para
observar el ICH, que bidsicamente consisten en incorporar
bromodesoxiuridina (BrdUlen lugar de la timidina en el
DNA,al permitir dos ciclos de replicacién sucesivos y
finalmente aplicar una tincién fluorescente o bien usar
una tincién permanente que incluye un colorante
fluorescente y Giemsa. Kate vy Perry citado por
(27 )determinarén que el ICH puede ser inducido con alta
eficiencia por agentes alquilantes y también por ciertos
colorantes unidos al DNA(Tabla 1). E] factor comin de
éstos y otros agentes que elevan la frecuencia del ICH es
una accioén directa sobre el DNA,ya sea por alteraciones en
la r eplicacién o en la estructura,donde presumiblemente
se involucra la ruptura y reunién del DNA; sin embargo,.se
conoce poco acerca de la base molecular de eate
proceso(9).Por lo anteriormente mencionado los ICH se
consideran indicadores muy sensibles del dafio producido en
los cromosomas por agentes quimicos.



TABLA 1.

Ejemplos de mutagénos que inducen

Intercambio de Cromdtidas Hermanas(1ICH)

Tipo de agentes Ejemplos

Alquilantes

Colorantes

Bases andlogas

Irradiacién

Virus

Miscelaneos

Etilmetanosulfato

Mitomicina C (MMC)

Daunorobicina
Bromodesoxiuridina
Brdu-luz ultravioleta o
Timidina tritiada(Hdt3)
SV-40

Aceltaldehido

Tomado de Mogquet (35}



En relacién a la MMC ss ha especulado que la
alquilacién en la posicidén orto 8 de la guanina puede ser
una de las principales lesiones y también se ha sugerido
la hipotesia alterna de que el entrecruzamiento DNA-
proteinas puede ser la lesion fundamental .

De acuerdo a lo anterior,en células de pacientes con
xeroderma pigmentosum se observa la misma respuesta que
en células normales en cuante a citotoxicidad y
aberraciones cromoadmicaa.mientras que en células de
pacientes con anemia de Fanconi son més susceptibles a
ambos eventos,debido a 4que son deficientes en la
reparacién de entrecruzamiento DNA-DNA causado por
MMC(14,17,45).

Aunque se desconoce el mecanismo exacto por el cudl
se producen los ICH se han realizadc numerosos estudios
tanto "in vivo “como "in vitro",con una gran variedad de
sustancias y en diferentes condiciones.cuyos resultados
indican que el ICH es un eficiente indicador de dafio
genotéxico.Por lo que se refiere en particular a 1la
MMC, independientemente de las condiciones de cultivo los
ICH son midas frecuentes qQue las aberraciones cromosémicas
en un intervalo que varia de 0.7 a 200 veces
(25.26,35,46).



3.- Respuesta Adaptativa (RA)

Se conoce como (RA} a la resistencia celular creada
contra diversos agentes mutagénicos .La induccidn de la
respuesta ocurre cuando las células se exponen a
concentraciones bajas de loe agentes que lesionan al
DNA,lo que provoca mayor actividad en un sistema de
reparacién y da como consecusncia una disminucién en el
dafio al DNA,cuando las células se someten posteriomente a
concentraciones~elevadas de los mismos o distintos
agentes{Tabla No .2) (43,53).

El primer sistema en el que se observb este tipo de
respuesta fu€ en mutantes de E. coli por Samson ¥
Cairnsi877,al observar que dichos mutantes se acumulaban
durante el crecimiento continuo de bacterias en presencia
de bajas concentraciones de N-metil-N-Nitro-N~
Nitrosoguanidina (MNNG). La reversién hacia histidina sélo
ge induce durante la primera hora del cultivo en un medio
que contenfa 1g de MNNG -y su frecuencia no se incrementé
durante el resto del experimento el cuédl se prolonga de 4
a 7 dias.También se observd que esta resiatencia no se
preascntaba cuando la sintesis de proteinas era inhibida
por el clorafenicol por lo que al pricipio se propusé que
una proteina era la responsablede la reparacién del DNA
cuando se producian lesiones mutagénicas,

Otro estudio en microorganismos mostrd que una cepa
de Vibrio - choleras expuesta a dosis bajas de
furazolidona por un periodo de entre 5 y 60 minutos fue
100% més resistente al efecto letal de una dosis de reto.o
sea una dosis subsecuente casi 100 veces mayor.en relacidn
a cultivos control no expuestos a las dosis
adaptativas.Estas inveatigacines también pusieron de
manifieato que la Respuesta Adaptativa es dependiente al
tiempo de exposicién puée la méxima respuesta se observéd

entre los 15 y 30 minutoa (57)
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TABLA 2

ANTECEDENTES ACERCA DE LA RESPUESTA ADAPTATIVA

TIPOCELULAR  AGENTE ESTIMULANTE  AGENTE DERETO  OBSERVACION RESULTADOS

l-Eeoli MNNG MNNG MUTACIONES POSITIVO
2. Vibrio cholera FURAZOLIDINA FURAZOLIDINA  MUTACIONES POSITIVO
3- Linforitos humanos RAYOS X RAYOS X ABERRACIONES CROMOSOMICAS ~ POSITIVO
4 Linfocitos humanos BLEOMICINA BLEOMICINA ABERRACIONES CROMOSOMICAS ~ POSITIVO
RAYOS X . POSITIVO
5.- Linfocitos humanos TIMIDINA TRITIADA RAYOS X ABERRACIONESCROMOSOMICAS  POSITIVO
NEGATIVO

HETEROGENICG

(25% POSITIVO)
6.~ FIBROBLASTO  MNNG MNU MICRONUCLEOS . NEGATIVO
7.- Linfocitos humanos MNNG MNNG . ICH POSITIVO
MMC NEGATIVO
ENU : : NEGATIVO

8.- Linfocitos humanos RAYOS X MMC ICH NEGATIVO



Dentro de este mismo contexto se ha logrado determinar
adémas de las bacterias algunas otras eapecies presentan
respuesta adaptativa como en el caso también del virus SV-

‘40 ,8n ©l1l cudl se ha econtrado proteccién contra la
toxicidad y mutagenicidad de agentes metilantes.Estudios
posteriorea han mostrade la presencia de un aistema
aimilar en células de mamiferos.(2)

En 1984 Olivieri y col.(43),fuerén los primeros en

demostrar Qque un pretratamiento crénico de linfocitos
humanos con timidina tritiada hace a las células menos
sueceptibles a la induccién de aberracicnes cromoadmicas
por Bubaecuente doais de desafio de rayos X.Resultados
similarea fuerdén encontrados por Sankaranarayana y
c0l.(53) y Vijayalaxmi y Burkart(70),utilizando los mismos
agentea B8olé variando las condiciones de adaptacién y
desafio.
Samson v Schwartz también demostrarén que un
pretratamiento con MNNG producia una disminucién en la
frecuencia de ICH asi como también reducia la mortalidad
celular como resultado de la accién - posterior de los
agentes metilantes MNNG o N-metil-N-nitrosurea (MNU) sobre
células ovaricas en hamater chino.

Sobre un s:l.a‘tema de prueba "in vitro” principalmente
empleando linfocitos humanos se ha determinado que la RA
" hacia las radiaciones ionizantes puede inducirse por dosie
muy bajas des rayos X (0.0l)durante la fase S del ciclo
celular aunque al parecer esta misma respuesta me presenta
cuando las células estan en otras etapas del ciclo
celular.
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No obstante. cuando los linfocitos fusron irradiados
con una dosis de 0.01 a 0.05 Gy de rayos X antes de ser
estimulados por fitohemaglutinina en G0 seguida de una
dosis de reto dde 1.5 Gy(l150 rad) no presentarén la
respussta,en tanto que las células en Gl sometidas a las
mismas dosis si la presentarén manifestandose como una
disminucién de los rompimientos cromatidicos .También se
ha determinado que la resspuesta adaptativa persiste por lo
menos tres ciclos celulares después de su estimulacién en
cultives de 68 a 72 hra. con un incremento en metafases de
3a divisién (13,27,59).

Otro indicio relacionado con la respuesta adaptativa
que es necesario resaltar es que la poblacidén humana
parsce ser heterogénea a dicho fendémeno,tanto en relacién
a las radiaciones ionizantes como a loa agentea
alquilantes y se ha desterminadec genéticamente (1,4,20,37).

Otro aspecto del tema es que la RA no se presenta
unicamente al emplear la miema substancia como dosis
adaptativa y de reto,sinc que puedes producirse empleando
dietintoa agentes como por ejemplo en el c¢aso de
linfocitos humanos adaptados a doeis bajas de rayos X los
cudlea musstran menos rompimientos cuando son tratadas con
Bleomicina (72) También en ratones de la cepa C57BL
inicialmente irradiados con 5 cGy dia de rayos - X (dosis
adaptatival,los linfocitos del bazo periodicamente
extraidos (1,3,7 19 y 26 dias) y tratados con MMC a una
concentracion de 10’7M.1os resultadoa mostraron una
disminucién en la produccién del ICH comparado con los
testigos (72).Relacicnado con el experimento anterior
tratamientos ip vitro efectuados por Woole y col,producen
una resistencia cruzada entre MMC y la luz ultravioleta
prssanfandusa una disminucién en las lesiones cromdtidicas

e isocromitidicas.



Debido a que la Mitomicina C es el inductor méds
potente de Intercambio de cromdtidas Hermanas (ICH) tanto
in vive como in _vitro es por esto que selecion6é esta
substancia

El principal intéres de haber realizado este trabajo fue
que recientemente ha sido observada una resistencia
celular a diversos agentes antiueopli‘sicos. la cudl crea
problemas en la practica clfnica en el tratamiento de
diversas neoplasias. ’
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OBJETIVOS

i.- Establecer la genotoxicidad de la mitomicina C en
cultivos de linfocitos humanos mediante el andlisis de la

frecuencia del intercambio de cromdtidas hermanas(ICH).

2.- Determinar la importancia de las dosis estimulantes y
la de reto.

3.~ Determinar si la Mitomicina C es capaz de inducir una
respussta adaptativa an linfocitos humanos, considerando
como paramétro de evaluacién el intercambic de cromdtidas
hermanas (ICH).

15
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HIPOTESIS

Al exponer cultivos de linfocitos humanos a dosis
bajas de Mitomicina c (dosie de adaptacién ¥y
posteriormente a dosis mayores (dosis de reto), sae
observaréd una disminucién en el dafio celular(frecuencia de
ICH) en comparacién con cultivos de linfocitos que sclo
fueron expuestos a la dosis de reto.

Eate fendémeno problablemente’ se establezca debido a
la sstimulacién de mecanismos de reparacién del DNA.
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MATERIAL Y METODOS

Curva Dosis —Respuesta

Cultivo de 1linfocitos tratados in vitro
dosis de MMC..

con cinco

I. Siembra:

1.~ Se obtuviercn 10 ml. de sangre venosa usando una
Jeringa heparinizada, de un donador clinicamente sano del
sexo femenino.

2.~ Se prepard la cantidad necesaria de frascos de cultivo
estériles cada uno con las siguientes sustancias:

a) 0.3 ml de solucién estéril de bicarbonato de sodio
al 4X por cada 10 ml de medio cultivo.

b) 0.5 ml de fitochemaglutinina.

c) 0.5 ml de sangre total.

d) 8.5 ml de medio ml de medio Mc. Coy 5A.

3.- A las 24 hrs. de cultivo a 370 C se agregd 45ul de
bromodesoxiuridina v se volvio a incubar.

4.- A las 48 hrs se agregé MMC en concentracicnes de
50,75,100,150 y 300 ng/ml y se volvié a incubar por 24

hra. a 372 C.

5.— A las 23 hrs de incubacién se agregéd 0.25 ml de
colchicina y se volvio a incubar 1 hr.
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11. Comecha:
1.- Se pasd el contenido de los frascos de cultivo a tubos
de centrifuga marcados.
2.- Se centrifugé 10° a 1200 rpm. =se elimind el
sobrenadante y se resuspendid el botén celular en KCL
0.075 M a 37-C.

3.~ Se incubo 20° a 37-C.

4.- Se centrifugd, se elimindé el sobrenadante y se
resuspendidé el botén celular,

5.~ Se hizo la fijacién y se agregd una mezcla recién
preparada de metanol-dcido acético 3:1.

8.- Se dejé reposar 15°, se centrifugd y se eliminoc el
sobrenadante.
1II. Preparacién de laminillas

1.- Se desengrasarén los portaobjetos que permanecierdn en
alcohol etilico 96° por lo menos 2 hrs.

2.- En el +tubo con la suspensién celular se dejo
aproximadamente 1 ml de fijador, se resuspendidé con pipeta
Pasteur y se dejd caer de 2-3gotas sobre el portaobjetos a

una distancia aproximada de 20cm.

3.~ Be mecd al aire y se dejé madurar durante dos dias a

temperatura ambiente o por dos horas a 60°C.
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1V. Tincidn:
1.- Las laminillas se sumergierén en un vaso de Coplin con
colorante de Hoechst 33258 por 40°.

2.~ Se lavé con agl.xa doe la llave y se secé a 60% C por
15°.

3.- Se agregé a las laminillas unas gotas de citrato-
fosfato pH 7.0 cubriendolas ‘con cubreobjetos y se expusé a

la luz negra por 40°.

4.- Se lavd con agua de la llave y se secé en la estufa a
800C por 15°.

§.- Las laminillas se sumergierén en un vaso de Coplin

conteniendo solucién salina-citrato por 20° a 600C.
8.- Se lavo con agua de la llave y se secd a B0OC por 15°.

7.- Se tifié con colorantes de Giemsa al 2% en amortiguador
de Sorensen a pH 6.8.

V.Observaci6n de laminillas

1.- Se obasrvaron 30 mitosis de segunda diviaién por cada
dosis para establecer la frecuencia de ICH.

2.~ Se observaron 1000 células paradeterminar el indice
mitético..

3.-5e observaron 1000 células de (la,Za y Ja division)
para deter minar la proliferacién celular.



RESPUESTA ADAPTATIVA INDUCIDA CON MITOMICINA C (Fig.3).

Cultivo de linfocitos humanos tratados con tres dosis
bajas y una de reto de 200 ng/ml de MMC (Experimento 1).

I.-Siembra :

1.-Se obtuvo 10 ml de =sangre venosa usando una Jjeringa
hepari nizada de dos donadores del sexo femenino con
edades de 25 y 26 afios.

2.-Se prepard la cantidad necesaria de frascos de cultivo

estériles,para tener cuatro series de frascos de cultivo.

Cada uno tuvé las siguientes sustancias

a) 0.3 ml de solucién estéril de bicarbonato de sodio al
4X por ca da 10 ml de medio de cultivo.

b) 05 ml de fitohemaglutinina

c) 05 ml de medioc Mc.Coy.5A.

Por cada serie se efectud una siembra por duplicado,
correspondiendo la primera para observar el comportamiento
de la respuesta adaptativa la segunda para el testigo de
la dosis de reto,la tercera para los testigos de la dosis
estimulante y la cuarta para el testigo negativo.

3.~ E1l cultivo en que se obeervé la Reapuesta Adaptativa
(RA) tuvé una preincubacién de 45 hra a 37+C, una vez que
concluyé este tiempo se adicionaron las dosis adaptativas
o estimulantes(5,10 y 20 ng /ml ) y se continué 1la
incubacién a 37¢C por 24 hrs.
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Protocolo seguido en el presente estudio de RESPUESTA ADAPTATIVA,

1 a 4 = Experimento 1 (Dos{s estimulante de MMC:5,10 y 20 ng/ml -
dosis de desafio : 200 ngs/ml por 4 h ).

5 a 8 = Experimento 2 (Dosis estimulante de MMC:5,10 y 20 ng/ml -
dosis de desafio: 400 ngs/ml por 1 h ).

P= Fitohemaglutinina S= Dosis estimulante C= Dosis de desafio.

B= Bromodesoxiuridina. H= Cosecha.



4.- Al finalizar este tiempo se adicioné la dosis de reto
(200 ng ml). por cuatro hrs Unicamente. A continuacién se
lavé las células con medio de cultivo a pH 7.0 por dos
ocansiocnes de la siguiente forma: .
a) Se virtié el contenido de los frascos de cultivo en
tubos con tapén de rosca y se centrifugé 10° a 1500 rpm.

b)Se quitdé el sobrenadante y se agregd 5ml de medio Mc.Coy
con Bicarbonato y se agité para romper el botén celular.

c)Se centrifugé 10° a 1500 rpm y se eliminé el

sobrenadante.

5.- Se resembraron las células en 9ml de medio Mc Coy
conteniendo bicarbonate y fitohemaglutinina.Se agregé 45ul
de 5-Bromodesoxi uridina (18 ng/ml) y se dejo actuar 48
hras a 37<C.

8.-Una hora antes de concluir el tiempo de incubacién se
agregdé 0.2 ml de colchicina.

El procedimiento para los testigos fue similar a lo
antes descrito con lase siguientes exepciones.En el caso
del testigo para la dosis de reto se adicioné a los
frascos de esta serie tnicamente la MMC(200ng/ml)en el
caso de los testigos de las dosis adaptativas se agregd
unicamente MMC en las dosis estimulantea de 5,10 y 20 ng
ml,por lo que 8se refisre al testigo negativo no se
adiciond MMC.

11. Cosecha:

1.- Se pasd el contenido de los frascos de cultivo a tubos

de centrifuga marcados.
2.- Se centrifugé 10°a 1200 rpm, se eliminé el

sobrenadante y se resuspendié el botdén celular en KCL
0.075M.
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3.-Se incubd 20°a 37-C.

4.-Se centrifugd, se eliminéd el sobrenadante y se
resuspendié el botén celular.

5.-Se hizé 1la fijacién agregando una mezcla recien
preparada de metanol-dcido acético 3:1.

6.-Se dejé reposar 15°,se centrifugd y se ealiminé el
sobrenadante

7.-Se agregd nuevo fijador, =ae dejé reposar 15°,.se
centrifugdé v se elimindé el sobrenadante (sme repitité este

procedimiento hasta Que el sobrenadante quedd claro).

8.-Se agregd nuevo fijador, se resuspendié y se guardo en
el refrigerador hasta la preparacién de las laminillas.

I1I. Preparacién de laminillas :

1.- Se desengraearén los portacbjetos en alcchol etilico
por lo menos 2 hrs.

2.-En el tubo con la suspensién celular se dejé
aproximadamente un ml. de fijador, se resuspendié con
pipeta Pasteur y se dejé caer dos gotas Bobre el

portacbjeto a una distancia aproximada de 20 cm.

3.- Se secé al aire y se dejé madurar las laminillas dos

dias a temperatura ambiente o dos horas a 60-C,



IV.Tincién:

1.~ Se sumergierdn las laminillas en un vaso de Coplin con
coloran te de Hoescht 33258 por 40°.

2.- Se lavdé con agua de la llave y se secd a 60-C por 15°
3.~ Se agregd a las léminillas unas gotas de buffer
citrato-foafato pH 7.0,se colocdé un cubrecbjetos y se

expusé a la luz negra por 40~

4.-Se lavd con agua de la llave y se secé en la estufa a
60+C por 15°

5.-Laa laminillas se sumergieron en un vaso de Coplin
conteniendo una solucién salina-citrato por 20«a 60-C.

6.-5e lavé con agua de la llave y se secd a 60<C por 15°,
7.-Se tifio con -colorante de Giemsa al 25% en amortiguador
de Sorensen pH 6.8.

V.Observacién de laminillas:
1.-Se observardn 30 mitosis de segunda divisién por dosis
para establecer la frecuencia de ICH.

2.-Se obsarvarén 1000 células para determinar el indice
mitotico

3.-Se observardn 1000 células (la,2a y 3a divisién) para
determinar la proliferacdidn celular.
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Cultivo de linfocitos humanos tratados con tres dosis
bajas y una de reto MMC(400 ng/ml). EXPERIMENTO 2.

La iunica diferencia de este experimento con el
anterior, se refiere a que en este caso se utilizé una
dosis de reto de 400 ng/ml,con un tiempo de exposicién de
una hora.

En lo que corresponde a los siguientes pasos se
procadié de igual manera que en el experimento 1.

TRATAMIENTO ESTADISTICO

- Se utilizé el andlisis de Xi cuadrada para andlizar la

variacién inter- individual para cada dosis de MMC.

~- Se aplicoé ANOVA (Andlisis de Varianza) con clasificacién
doble para encontrar las diferencias de un experimento con
otro.

Los para’métros que ss utilizaron fueron:

- Se calculd el Valor esperado =Valor de DA +Valor de DR -
Valor del testigo negativo.: ’
DR=dosis de reto, DA-dosis adaptativa
- Se calculd el indice de replicacion (IR),para determinar
la duracién de la proliferacién celular.
IR=1M1+2M2+3M3/100 (donde M1.M2,M3) son porcentajes de
metafases en primera, segunda v tercera divisién
respectivamente.
- Se calculé el porcentaje de inhibicidn utilizando 1la
siguiente férmula:

% I=No.de ICH por célula en la presencia de MMC
No de ICH por célula en la ausencia de MMC
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RESULTADOS
1.~ EFECTO DE LA MITOMICINA C (MMC)

El primer aspecto a dnalizar fué el comportamiento de
la MMC scbre los linfocitos humanos.En la tabla nimerc 3’
podemos observar los pardmetros utilizados que fuerdn el
intercambio de cromdtidas hermanas (ICH),indice mitotico
(IM) vy el findice de replicacisén (IR),El cudl nos permite
estimar la velocidad de la proliferacién celular. También
podemos observar que las dosis utilizadas fueron de
0,50,75,100,150 VSOQ ng/ml .E1l valor promedic fue de ICH
7.3+0.42 para 8l teastigo negativo y dicho valor aumenta
proporcionalmente con el incremento de la dosis .Para 75ng
ml de MMC se presenté un incremento de 2.5 veces en
relacién al testigo negativoc y ya para la ultima dosis
(300 ng/ml ) la MMC aumenté la frecuencia de ICH més de
cuatro veces eatableciendose una relacion dosis
dependiente con la concentracién de la MMC.

El andlisis de Xi cuadrada fue usada para analizar
la variacién interindividual para cada dosia de MMC.
La correlacién probada muestra que las frecuencias de ICH
aumentan con una funcién lineal de las dosis de
MMC(r=0.921,y=0.07 42x+11.39),mostrando una diferencia
significativa con relacién al testigo negativo a partir de
la doeis de 75 ng/ml (p=0.01). '
En la grafica 1 se presentan los resultados con un
andlisis de regresidén lineal.

En cuanto al IM se observé una disminucién de 1 a 05
indicando que con la dosis de 300 ng/ ml la divisién
celular se abate considerablemente probablemente por la
alta toxicidad de la MMC para las células.
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G R A-F I C A No. 1

T 1 T ! I |
50 100 . 150 200 250 300 Dosis(ng/ml)

FRECUENCIA DE INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS PRODU-
CIDAS POR LA MITOMICINA C EN CULTIVO DE LINFOCITOS HUMANOS

ANALISIS DE REGRESION LINEAL; Y= 0.0742x+ 11.39
r= 0.921
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T A B L A 3

FRECUENCIAS DE INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS (ICH)PRODUCIDAS POR_

MITOMICINA C (MMC) EN CULTIVOS DE LINFOCITOS HUMANOS.

14

DOSIS X + ee ICH IM % PROLIFERACION CELULAR
_ngm - j : la 2a 3a IR
0 7.3 0.42 1.0 : 19 | 60 21 C2.02
s0 | 13.0* " 0.75- 14 27
75 | 18,5*% 0.59 | 11 ‘ -T2
100 | 23.8+ 107 : klk,-lz, . 'j_;:?éi:
150 | 23.8% 0.1 | 1.0 ': c ey .‘43"‘
300 | 31.3* 1.37 0.5 43 56 R SR
e.e= Error estandar de la media X I.M.=Indfce Mitotico IR=Indice de repli-~

cacidn.
* Diferencia significativa con t de student p=0.01 vs Testigo negativo.
** Diferencia significativa con Xi cuadrada p=0.01 vs Testigo negativo .

El andlisis de regresién lineal para el I.M; y=0.0742 + 11.39
r=0.921




Finalmente el valor de IR disminuyé de manera
significativa con relacién al testigo negativo a partir de
la dosis de 75 ng/ml, al mismo tiempo qQue se presentd un
incremento de metafases en 2a divisién (Tabla 3),

De acuerdo a los resultados anteriores,para el
estudio de la RA,se seleccionaron como dosis adaptativas
(DA) tres valores por abajo de 50 ng/ml, los cuales fuerén
5,10 y 20 ng/ml y como dosis de reto{DR) se seleccionaron
una dosis por ehajo de 300 ng ml (200 ng/ml) y una por
arriba a este valor 400ng ml). En la tabla 4 y 5 esta
indicado el nivel de RA empleando las dosis anteriores de
reto,asl como el co'mpor§tamiento de la RA entre los dos
donadores.En la tabla 4 se presentan los resultados para
la dosis de reto de 200 ng/ml en ambos donadores.

En la primera columna se presenta la media de ICH
para el testigo negativoc y testigos de las dosis
adaptativas, en la siguiente se encuentran los resultados
para el testigo de la dosis de reto y los problemas del
donador 1,centinuando las columnaspn el mismo orden para
el donador 2.

.Al aplicar ANOVA (Anélisis de Varianza) con
clasificacién doble y T de St',uderit se encontré que sélo
hubo diferencias significativas al comparar al testigo
negativo con el de reto y al testigo de 20 ng/ml con el
tratamiento de 20 ng/ml mids la dosis de 200 ng/ml para
ambos donadores
Para la dosis de reto de 400 ng/ml s6lo hubo diferencia
significativa con el testigo negativo y el de reto (Tabla
5),debido a que las frecuencias de ICH de los controlss
positivos (s26lo dosis de reto) tienden a ser altos

mientras que las dosis adaptativas no.
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TABLA 4

FRECUENCIAS DEL INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS OBSERVADAS EN
LA RESPUESTA ADAPTATIVA INDUCIDA CON MITOMICINA CEN
EN CULTIVO DE LINFOCITOS HUMANQS

ng/mi ICH
To 826"
TS 8.60 ~
T10 10.73A"
T20  1L11°A"

e.e. = error estandar

DONADOR 1
+ ee. ng/ml ICH
0.52 P200 20.16
060 I5+200 1039 ™
043  P10+200 1097
0.40 P20+ 200 14.50"

+

e.e. ng/ml
055 To
064 TS
063 TIO
083 T2

ICH

673"
7.83 4~

8.76""

+

10.53""

DONADOR 2

ee. ng/ml
0.42 P200
055  P5+200
0.65 P10 + 200
0.61 P20 + 200

* Significativo respecto a su problema (P') despuds de aplicar ANOVA con dasificacién dobley T de student.

ASignificativo respecto a Mitomicina ¢ después de aplicar T de student p=0.01

" Significativo respecto a su testigo negativo (To) después de aplicar T de student p=0.01

ICH +
15.06
827

9.26""

11.0°

e.e.

0.99

0.51

0.66
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TABLA 5

FRECUENCIAS DE INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS OBSERVADAS
EN LA RESPUESTA ADAPTATIVA INDUCIDA CON MITOMICINA C
EN CULTIVO DE LINFOCITOS HUMANOS

DONADOR 1
ng/ml ICH + e.e. ng/ml ICH + ee. ng/ml ICH

TO 7.8* 0.39 P400 17.86 1.04 TO 74*
TS 8.0n 0.51 P5+400 83" 049 T5 7.7
Ti0 11.0n" 048  P10+400 1258 0.66 TI0 1047

T20 123~ 045  P20+400 15.67" 0.78 T20 131M

e.e.= Error estandar

DONADOR 2

+ee ng/ml ICH
039 P400 17.83
040 P5+400 9.6M
0.81 P10+400 10.7™

0.56 P20+ 400 13.9M"

* Sig nificativo respecto a su problema (p) despues de aplicar ANOVA con clasificacién doble y T de Student.

ASignificativo respecto a Mitomicina C después de aplicar T de Student p=0.01

* Significativo respecto a su testigo negativo (To) después de aplicar T de Student p=0.01

+ee.
0.91
0.50
0.56

0.72



En testigos negativos(solo dosis de adaptacisn) la
frecuencia de ICH fue ligeramente variable para ambos
tratamientos y ambos donadoresi;como en el caso del donador
1 con la dosis de rete de 200 ng/ml que muestra para TO
una X=6.26 v T5 X=8.6 de ICH;aunque las diferencias son
muy pequefias en ambos sujetos se sigue conservandec en
todas las concentraciones utilizadas que la frecuencia de
ICH eon dependientes de la concentracion de MMC.Una
disminucién de 30 a 50 % de ICH inducida por MMC fue
observada en cultivos de ambos sujetos (Tabla 6),en
comparacién el valor esperadc el cual se obtuvo con la
Big.formula :

Valor esperado=Valor DA+Valor DR-Valor del testigo
‘negativo.

En la tabla 6 se encuentran resumidos los resultados
de ambos tratamientos y donadoree,la primera columna
indica el tipo de tratamiento,la siguiente la media de ICH
observado para cada tratamiento con su error
standar,después el valor gque Be hubiera esperado y la
Gtltima columna presenta los porcentajes de inhibicidn que
se obtuvisron

En la misma tabla se pone de manifiesto que al
comparar loe valores de ICH observados con los
esperados, la diferencia para ambos donadores es notoria ya
que el valor observadc es muy inferior al -esperado.En el
ensayo con la dosis de 200 ng/ml la minima inhibicién fue
de 38.98% para el donador 1 y para el donador 2 fue de
34.70% vy la méxima fue de 49.26% y 42.08% respectivamente,
mientras que el énsayo con la dosis de reto de 400 ng/ml
el porcentaje de inhibicién minima para el donador 1 fue
de 30.22% y para el donador 2 de 30.30% mientras que la
.mdxima fue de 53.8% y 45.90% respectivamente.

’ Este fenémeno e observa mds claramente en las
grificas 2 y 3 en las que se comparan por medio de barras
los valores obtenidos para cada grupo de tratamientos.
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TRATAMIENTC
ng/ml

IESTIGO (0)
NMC (200)

AMCDAS)
AIMCAQI0Y
MMCDAR0)

AIMC.DA + DR (5+ 200)
MMC.DA + DR(10 + 200)
SIMC.DA + DR(20 + 200)

TESTIGO0)

AMMC (400)

MMUDAGS)
MMUCDA(I0)
MAMCAR0)

AMC.DA + DR(S + 400)
MMCDA + DR(10 + 400)
AMCDA + DR (20 + 400)

A= DOSIS DE ADAPTACION
vALOR DE ICH ESPERADO~ VALOR OBTENIDO CON LA DA + VALOR OBTENIDO CON LA DR - VALOR DEL TESTIGO

a4 SIGNIFICATIVO RESPECTO A MITOMICINA C

TABLA 6

RESPUESTA ADAPTATIVA INDUCIDA POR MITOMICINA C

INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS OBSERVADAS

iCH
ORSERVADO

8.20
2010
8.loa
10.73ab
L1l ab
1039 ab
10.99a,b
1435 ab

7.8
17.84
8.0 a
1.0 ab
1234 4b
833a
1253ab
15.62ab

I SIGNIE ICATIVO RESPECTO A SU TESTIGO

EN CULTIVO DE LINFOCITOS HUMANOS

DONADOR 1
ee. ICH  INHIBICION ICH
ESPERADO % OBSERVADO
052 673
055 15.06
0.60 7.83a
043 8760b
040 1053 a,b
064 2050 49.26 82a
0.63 2263 5143 926ab
083 2301 36.98 1104k
039 743
104 17.83
051 7730b
048 1046 ab
045 131 ab
049 18.06 538 96 ab
0.66 21.06 405 10.76 4,b
078 2240 30.22 13960,k
DR=DO5IS DE RETO e.e.= ERROR ESTANDAR

DONADOR 2

ee. ICH
ESPERADO

092
0.99
0,55
0.65
.61
0.51 1416
0.66 1509
0.51 16.86
039
091
040
0.81
0.56
0.50 171
0.56 19.83
0.72 2003

INHIBICION
%

42.09
38.63
3470

43.27
45.90
30.30
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DISCUSION

Recientemente han surgido una serie de
investigaciones para ver si as posible inducir un
mecanismo de reparacién y determinar el tipo de lesiones
clastogénicas que pudiera afectar. La mayoria de estas se
han realizado wutilizande como agente estimulante 1la
radiacién y estiman el dafioc celular por medio de
aberraciones cromoadémicas ya sea en
bacterias,plantas, linfocitos o fibroblastos humanos. Este
trabajo ha utilizado el mutagéno quimico MMC para evaluar
el potencial de este antibi6ético como inductor de RA
evaluandose el dafio celular por medio del ICH que se
considera un indicador extremadamente sensible de
crombsomas dafiados (69).

Los resultados mostrados en las tablas 4 y 5
demuestran la capacidad de los linfocitos humanos para
‘inducir un mecanismo de reparacién previa exposicién de
MMC y posterior desafio a dosis mayores del antibibtico
con lo que Be demuestra que ase llevo a cabo el proceeo
denominado Respuesta Adaptativa(RA),consistente en gque Be
presentan diferencias no muy grandes en el numero de ICH
antes y después del tratamiento.

Efectos similares fuerdn observados por Samson y
Cairns en 1970 en cultivos de E.cgli,que fueron expuestos
a dosip bajas de MNNG y desafiadas con una dosis mayor de
agentes alguilantes encontrandose una marcada diferencia
entre los efectos letal y mutagénico en células adaptadas
comparados con los controles no adaptados(53).
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El mismo efecto se ha cbservado en linfocitos humanos
y algunas bacterias estimuladas con radiaciones de bajo
nivel y posteriormente desafiados con dosis mayores del
mismo o diferente agente estimulante en los que se ha
obtenido menor frecuencia de aberraciones que las
esperadas (4,20,54,59).En este trabajo los resultados de
RA son similares en ambos donadores y ambos tratamientos
aunque los valores fueron significativamente diferentes,

" es decir,que aungue se manejaron las mismas condiciones de
cultivo y tratamieni‘.os los numeros de ICH son variables
debido a que as ha demostrado que exiate una
heterogeneidad entre individuos, reflejo de una diferente
senaibilidagd al antibidtico y también a que dos
tratamientos no pueden tener la misma cantidad de células
(4,37,54).

La mejor respuesta RA se obtuvd con la dosia de
desafio de400 ng/ml y una hora de contacto con’'la MMC,ya
que para ambos donadores no hubo diferencia aignificativa
con ninguna de las tres dosis estimulantes mda las dosis
de desafio,efecto si ame observd con la dosis de 200 ng/ml
en la cual si hubo diferencia significativa con la dosis
estimulante de 20 ng/ml para ambos donadores,por lo cual
podemos generalizar diciendo que para ambos tratamientos y
donadores si fue poaible inducir una RA,independiente -
mente del tiempo y concentracién de la MMC con los
linfocitos obteniendose la mejor RA se obtuvé con las
dosis estimulantes de 5 y 10- ng/ml

La esencia de este fenémeno es una preexpoaicidén
preeliminar con una dosis baja prédcticamente no mutagénica
de agentes gquimicos o radiaciones lo que provoca una
resistencia significativa de las células a la accidn
desafiante del mismo u otro agente (19,62).Se ha observado
que con dopis muy altas del agente estimulante utilizadas
como dosis de adaptacién no hay RA,como es el caso de
fibroblastos humanos estimulados con 1 microlitro de
solucién 0.1 M de MNNG a intervalos de 12 hrs, por nueve
tratamientos y después de dos a tres horas desafiados con
MNU(20,28)
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La R.A. se debe a 1la induccién de un sasistema
enzimitico reparador en el cual las células retienen una
memoria de exposicién manifestada por 1la expresidén de
algunas proteinas que pueden ser candidatas potenciales
para reparar DNA (53,63,70), indicando que involuecra 1la
induccién de uno o mas genes en respuesta a la exposicién
de bajos niveles de agentes alquilantes.

En E.coli se ha mantenido por afios que la O0-6-
metilguanina (0-6- ’ meG) es la mds importante lesién
premutagénica inducida en DNA por agentes algquilantes y en
la reparacidén de dicha lesién se involucra una adaptacién
mutagénica manifestandese en un aumentoc en los niveles de
0-6-meG-DNA-metiltransferasa (10,13)

En la R.A participan por lo menocs cuatro genes el gén
ADA que actua como consecuencia de la baja exposicién y
posee actividad de metiltranferasa y de activador
transcripcional o regulador de la R.A por la propia
metilacién sobre la reparaciton de metilfosfotriester en el
DNA (57,60) La enzima O0-6 meG-DNA-metiltrasferasa es
transportada al aceptar guanina y demetila los residuos
meG inducida por las dosie de reto (10, 20,44,46,61).

La 0-6-meG-DNA- ﬁetiltranaierasa también repara la O-
4-metilgunina aunque mas lentamente. También se han
involucrado tres genes mds que actdan en la R.A y son el
gen Alk que induce la 3 metiladenina-DNA glicosilaea, la
cual repara la lesion citotéxica de 3 metiladenina o bien
O-2-metiltiamina y O-2-metilcitosina y en baja proporcién
la N-7-metilguanina (20,21,39,44,46).

Los genes alk B y Aid hacen a las células méas
resistentes a la muerte celular pero su mecanismo de
accién permanece desconocido E.coli también con tiene
otros genes de reparacién que no pertenecen a la RA como
son el gen OGT que repara las lesiones O-metiguanina y 0-4
metil- tiamina y el gen Tag 1 que sbélo repara lesiones 3-
metiadenina(20).



Hay una gran evidencia para la existencia de una
posible RA en linfocitos humanos similar a la encontrada
en_E.coll (Samson y Cairns 1977) y células de roedores
(Samson y Schwartz citado por 53) va que las enzimas DNA-
metiltransferasa vy glicosilasa s8e ha encontrade en
linfocitoe humanos,placenta.tejido fetal humano y célulae>
tumorales humanas sin estimular.cuando las células son
estimuladas se inducen de 20 a 3000 moléculas mas por
célula ¥ se han visto incrementos de 100 veces o mis los
niveles de O-6-meG DNA-metiltransferasa(13,20).También la
O-6-alquilguanina se ha considerado una lesion de
importancia en células y tejidos de mamiferos.En cultives
de células de mamiferos la O-6 metiguanina es implicada en
mutagénesis por agentes alguilantes (12,40),y es una
evidencia considerable que la 0O-6 alquilguanina puede ser
involucrada en la produccién de tumores en experimentos
con animalea por carcinogénos alquilantes.En general,los
agentes alguilantes que producen poca 0O--6 alquilguanina
en DNA son carcinogénos débiles.

En resumen, diferente proporcién en la reparacién de

easta lesién en tejidos blanco tienen un efecto profundo
sobre la produccién de tumores(68,72,74).
Por ejemplo la produccidén de tumores en cerebro de ratas
Jjovenes tratadas con N-etil-N—nitrosurea ea correlacionada
con la persistencia de O0O-6-algquiguanina en el oérgano
blanco.

Similarmente,tratamientos crénicos con N-metil-N-
nitrosurea da como resultados tumores neurales en
experimentos con animales y es acompafiada por una
acumulacién progresiva de 0-6 metilguanina en el cerebro
gin ninguna acumulacién en otro tejido (30).Es bien
conocido que ciertos tejidos y células pueden remover la
0-6 metilguanina v O-6-etilguanina de DNA( 5-
7.,23,24,29, 30,41,48,51,56,65,67).Una actividad enzimitica
que transfiere el grupo O-6-alquil a cisteina,formando S-
alquilcisteina en una molécula aceptora,esta presente en
una variedad de mamiferos. incluyendo teijidos
humanos(3.11,16,33.34,42.49.50,70.74,.
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Se ha encontrado gran actividad de transferasa en:higado
de hamster que contiene aproximadamente 22000 moléculas
por célula, en higado de rata aproximadamente 60000 por
célula en higado humano de 600,000 a 800,000 por célula

En cultivos celulares humanos aproximadamente 100,000
moléculas por célula. La actividad de transferasa vy
aceptor son aparentemente producidas por la misma
proteina(1l) y las propiedades bioquimicas de bacterias y
humanos son similares.En varios estudios se ha encontrado
que la RA es similar a la de E.coli_(74). En células de
hamster chino,virus SV-40 expuestos a dosis bajas de MNNG
hace a las células mds resistentes a la induccién de ICH
(34).
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CONCLUSIONES

1.- Se determindé que la Mitomicina C tiene un efecto dosis depen-
diente sobre la frecuencia de intercambio de cromitidas her-
manas.

2.- Se observdé una Respuesta Adaptativa empleando a la Mitomici-
na C como agente estimulante.

3.- Las dosis estimulantes con las que se observd una mejor res-
puesta adaptativa fueron 5 y 10 ng/ml de Mitomicina C.

4.-La concentracién en el tiempo es una determinante critica para
obtener la Respuesta Adaptativa. En este caso con 20 ng/ml,la
respuesta declina.

S.- No se observaron diferencias significativas en 1a Respuesta
de ambos donadores.

6.- E1 fendmeno de la Respuesta Adaptativa se debe probablemente
a 1la induccién de un sistema de reparacién.
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