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RESUMEN 



R E S U M E N 

La Mitomicina C lMMC) es un antibiótico que se 
considera un derivado del uretano y la etilenamina. posee 
propiedades antibacterianaa y a 1titumorales~ se le 
considera un potente inductorde Intercambio de Cromátidas 
Hermanas < ICH) y un prototipc de agente alquilante 
biorreductivo para Uso clínico. 

Debido a que han surgido una serie de investigaciones 
acere& de la respuesta adapt.ati va (R. A) pero la mayoria de 
estas se han realizado con radiaciones eetimandoee el daño 
celular por medio de aberraciones cromoeómicas ya sea en 
sistemas tanto....in ~como .in~. 

Rl presente trabajo se realizó en un sistema in ~ 
utilizando cultivos de linfocitos humanos estimulados con 
las siguientes dosis adaptativas de HMC:5,10 y 20 ng/ml y 
tratadas con 200 y 400 ng/ml-y dos diferentes tiempos de 
contacto do 4 y 1 hr respectivamente del mismo agente~ 
evaluando posteriormente tanto el daño celular par medio 
del número de ICH. como el pctencial genotóxico del 
antibiótico. 

Loa resultados moetrarón que no hubo diferencias 
estadísticamente significativas para las dosis de 5 y 10 
ng/r1l comparadas con aus te3tigosf dosis adaptativas más 
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 ea un agente capaz de inducir 
R.A y eficazmente a doaie de 5 y 10 ns/ml ain tener 
riinguna influencia la concentración y tiempo de contacto 
del antibiótico. 
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HITOHICINA C (HHC) 

El antibiótico fuá inicialmente aislado de 

Streptomyces caespi tosue en 1956 Y se considera como un 

derivado del uretano y la etilenamina :Presenta una 

estructura policiclica con grupos altamente reactivos la 

cual se encuentra esguematizada en la figura 1.Posee 
propiedades anti tumorales y anti bacterianas debido a su 

interacción con el DNA, a la vez que actúa como agente 

alquilante bifuncional. La .MMC inhibe selectivamente la 

aintesia de DNA,pero no afecta la sintesis de RNA y 

proteínas Reich y col.citado por {62) propusieron que la 

MMC actúa a través de la eacición de fibras de DNA y de 

ese modo previene la replicación. La despolimerización de 

DNA y la acumulación de fragmentos .ácido-aolublea implica 
al sistema de reparación de DNA polimeraaa como posible 

blanco de la actividad de la mitomicina e (62). 

Posteriormente ee confirmó que este antibiótico ea un 

inhibidor especifico de la sintesie de" DNA y se propuso 

que su acción química se debe a sus propiedades 

alquilantes. Jyer y Szibalsky sugirieron que la acción 

priD'lB.ria de la mitomicina C ea por entrecruzamiento entre 

el antibiótico . y la molécula de DNA,produciendo 

posteriormente como acción secundaria la degradación del 

DNA( 16). Sin embargo,el entrecruzanu.ento solamente se 

realiza después de la reducción de la molécula de MMC a 

derivados de hidroquinona-reductaaa dependiente de 

NADPHC fig.2 l ( 55). 



o 
" ~CNH2 

FIG; l.~ Estructura c¡uímica de la M!tomie!na e, 
(tomado d~ Stephan). 
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La activación reductiva del antibiótico MHC 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 sólo una tercera parte del DNA muestra en 
trecruzamiento con el antibiótico(37). La formación de dicha al-: 
teración se correlaciona con la muerte celular debido a la difi­
cultad para la separación de las fibras hermanas del DNA durante 
la replicación. 

En resumen, la toxicidad puede explicarse por la formación 
de un agente alquilante bifuncional totalmente reducido que se­
entrecruza con el DNA, como se muestra en la fig.2. En presencia 
de ox{geno,el radical semiquinona formado después de la reducci­
ón de un electrón,puede transferir este electrón al o:>tigeno para 
generar el anión superóxido y regenerar la quinona oxidada • 

La detección de superóxido y radicales hidróxilo después de­
la reducción de MMC en presencia d8 o:>~ígeno coincide con el mee~ 
nismo de reacción indicada. 

Una variedad de estudios han demostrado que citocromo C re­
ductasa NADPH-dependiente y la xantina oxidada son capaces de a_g 
tivar a MMC en presencia o ausencia de oxígeno. 
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EFECTOS CITOGElll!TICOS PRODUCIDOS POR LA HHC 

1.- Aberraciones cromoeómicas~ 

Las aberraciones cromoa6micae son alteraciones en la 
estructura o en el número de cromoeomaa ~Y aon inducidas 

por diversos agentes como loa mutagénos físicos 
(ejemplo,laa radiaclonee ioizantes) y químicos (ejemplo, 

loa agentes alquilan tea) .El tipa de aberración dependera 

de la etapa del ciclo celular en que incida el mutágeno 

así como del tipo de agente mutagénico empleado . Las 

radiaciones ionizantes pued~n inducir rupturas, tanto en 

la cadena como en las bases del DNA y son efectivas en 

todas las etapas del ciclo celular; sin embargo,si el 

efecto ee produce en la fase Gl se presentan aberraciones 
de tipo cromoe6mico y si el daño es en la fase G2 las 

aberraciones son de tipo cromatidico .. en cambio .. con los 

mutágenoe químicos {que en . general son efectuados en la 

faae S), la respueeta ea diferente. formandose 

principalmente aberraciones cromatídicas sin importar la 

fase del ci~lo celular en que se produce el dafio(S,9). 

Existen numerosa.e evidencias que confirman la 

senotoxicidad de la MMC,como son eetud;oa en ll.ic:.iA .f.ab..a. 
dónde ae han observado divesos tipos de aberraciones 

cromosómicae;En este sistema la frecuencia de aberraciones 

no se afecta por anoxia,ca.mbioe de pH o temperatura 

(30,31.771. El tratamiento de leucocitoa humanos en la 

fase GO .. Gl o S también ha producido aberraciones 

cromoaómicaa similares a las detectadas en Vipia-faba .El 

rompimiento de cromoeomaa causado por la MHC se ha 

atribuido a la unión de fibras complementarias de DNA por 

e.nlacea covalentes l 31) En Vicia faba las aberracionee 

cromoeómicaa inducidas por MHC ae localizan comúnmente en 
las regiones heterocromáticaa,con una frecuencia máxima de 

rompimiento en loa cromosomas eubmetacéntricoa. 



En linfocitos humanos se demostró que la MMC induce 

preferencialmente brechaa,rupturae y rearregloe en las 

constricciones secundarias de loa cromosomas 1,16 y 

particularmente en el cromosoma 9 ( 8, 35). Loa reaul tadoa 

anteriores indican que la heterocomatina es un sitio 

esencial para la producción de aberraciones cromatidicaa 

inducidas por MMC y coincide con la observación de gua loa 

rompimientos se localizan en regiones ricas en guanina­

citosina (G-C). Existe además un estudio comparativo entre 

varios laboratorios que trabajaron con cromosomas de 

ratón,el cual reveló que el 80% de todas las aberraciones 

se localizan en las regiones heterocromatídicaa(36,64). 

Las configuraciones cuadrirradialea constituyen un 

buen modelo para el estudio de aberraciones cromosómicas 

inducidas por la MMC.En este modelo la distribución de loa 

sitios donde ae presentan las aberraciones se ha 

correlacionado con loa patronea de bandeo;aaí Morad y col. 

encontraron que loa intercambios coinciden con las bandas 

e en preraciones con quinacrina y determinaron que las 

constricciones secundarias de loa cromosomas t, 9 y 16 son 

loe máe involucradoa(36,). 



2.- Intercambio de Cromátidaa Hermanae (lCll) 

El intercambio de ( ICH) refleja un intercambio de 

segmentos simétricos y equivalentes entre las cromátidas 

de un mismo cromosoma.La diferenciación de !CH se realizó 

inicialmente por Taylor en 1958,quien uso la incorporación 

de timidina tri tiada ( Hdt3) seguida por autorradiografía 

para demostrar la diatrbución semiconservativa del DNA 

entre las cromátidas hermanaa(22,69>. 

Actualmente se han desarrollado diversos métodos para 

observar el ICH, que básicamente consisten en incorporar 

bromodesoxiuridina ( BrdU len lugar de la timidina en el 

DNA,al permitir dos ciclos de replicación sucesivos y 

finalmente aplicar una tinción fluoreacen~e o bien usar 

una tinci6n permanente que incluye un colorante 

fluorescente y Giemsa. Kato y Perry citado por 

(27)determinarón que el ICH puede ser inducido con alta 

eficiencia Por agentes alquilantes y también por ciertos 

colorante a unidos al DNA (Tabla 1). El factor común de 

éstos y otros agentes que elevan la frecuencia del ICH ea 

una acción directa sobre el DNA,ya sea por alteraciones en 

la r aplicación o en la estructura.donde presumiblemente 

se involucra la ruptura y reunión del DNA; sin embargo.se 

conoce poco acerca de la base molecular de este 

proceso(9).Por lo anteriormente mencionado los !CH se 

consideran indicadores muy sensibles del daño producido en 

los cromosomas por agentes químicos. 

7· 



TABLA 1. Ejemplos de mutagénos que inducen 

Intercambio de Cromátidaa Hermanae(lCH) 

Tipo de agentes Ejemplos 

Alquilan tes Etilmetanosulfato 

Hitomicina C CHHC) 

Coloran tea Daunorobicina 

Ba.eee análogas Bromodeeoxiuridina 

Irradiación Brdu-luz ultravioleta o 

Timidina tritiadaCHdt3l 

Virus SV-40 

Hiecelaneoe Aceltaldehido 

Toma9o de Moquet C35> 



En relación a la MMC se ha especulado que la 

alquilación en la posición orto S de la guanina puede ser 

una de las principales lesiones y también se ha sugerido 

la hipótesis al terna de que el entrecruzamiento DNA­

protaínas puede ser _la lesion fundamental . 

De acuerdo a lo anterior .. en células de pacientes con 

xeroderma pigmentoaum se observa la misma respuesta que 

en células normales en cuanto a citoto>:icidad y 

aberraciones cromoaómicaa.mientraa que en células de 

pacientes con anemia de Fanconi son más susceptibles a 

ambos eventos, debido a que aon deficientes en la 

reparación de entrecruzamiento DNA-DNA causado por 

MMC(14,17,45). 

Aunque se desconoce el mecanismo exacto por el cuál 

se producen los ICH se han realizado numerosos estudios 

tanto ''in vivo ''como ''in vitro" ,con una gran variedad de 

sustancias y en diferentes condiciones.cuyos resultados 

indican que el ICH ea un eficiente indicador de daño 

genotóxico.Por lo que se refiere en particular a la 

MMC,independientemente de las condiciones de cultivo loa 

ICH son más frecuentes que las aberraciones cromosómicaa 

en un intervalQ que varia de O. 7 a 200 

(25,26,35,46). 

9. 
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3.- Respuesta Adaptativa (RA) 

Se conoce como (RA l a la resistencia celular creada 

contra di versos agentes mutagénicoe . La inducción de la 

respuesta ocurre cuando lae células se exponen a. 
concentraciones bajas de loa agentes que lesionan al 

DNA,lo que provoca mayor actividad en un sistema de 
reparación y da como consecuencia una disminución en el 

dafio al DNA,cuando las células se someten poateriomente a 

concentracionea-elevadas de loa miamos o distintos 

asentee(Tabla No .2) 143,53). 

El primer sistema en el que se observó este tipo de 

respuesta fué en mutantes de E. coli por Sameon y 

Cairna1977, al observar que dichos mutantes se acumulaban 
durante el crecimiento continuo de bacterias en Presencia 
de bajas concentraciones de N-metil-N-Nitro-N­

Nitroeoguanidina (MNNG). La revereión hacia hietidina eólo 

ee induce durante la primera hora del cultivo en un medio 

que contenía ls de HNNG -y su frecuencia no se incrementó 

durante el reato del experimento el cuál ae prolonga de 4 

a 7 dias. También se observó que esta resistencia no se 

presentaba cuando la ainteaia de proteínas era inhibida 

por el clorafenicol por lo que al pricipio se propuaó gue 

una proteína era la responaablede la reparación del DNA 

cuando se producian lesiones mutagénicaa. 

Otro estudio en microo"rganiemoa mostró gue una cepa 

de llihtl'2 ~ expuesta a dosis bajas de 

furazolidona por un periodo de entre 5 y 60 minutos fue 

100% más resistente al efecto letal de una dosis de reto~o 

sea una dosis subsecuente casi 100 veces mayor~en relación 

a cultivos control no expuestos a las dosis 

adaptativas.Estas inveatigacinea también pusieron de 

manifiesto que la Respuesta Adaptativa es dependiente al 

tiempo de exposición pués la máxima respuesta se observó 

entre loe 15 y 30 minutos (57) 

10 
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TABLA2 

ANTECEDENTES ACERCA DE LA RESPUESTA ADAPTATIVA 

Tll'll n.LULAR AGENTE F.STIMULANTE AGENTE DE RETO OllSERVACION 

1.- f. coli MNNG 

:?..- Vibrio i.:holera F!JRJl.ZOLIDINA 

>.- Linfodlos humano~ RAYOS X 

~.- Linforilos hwn.mos BLEOMICINA 

5.- Linfocilos humanos TIMIDINA TRITIADA 

b.- FIBROBLASTO MNNG 

";'.- Linfodtos humanos MNNG 

8.- f.infodlus humanos RAYOS X 

MNNG MUTACIONF.5 

FURAZOLIDINA MUTACIONES 

RAYOS X 

BLEOMICJNA 
RAYOS X 

RAYOS .X 

MNU 

MNNG 

MMC 

ENU 

MMC 

A BERRACIONF.S CROMOSOMICAS 

ABERRACIONES CROMOSOM!CAS 

ARERRACIONF.S CROMOSOM!CAS 

M!CRONUCl.EOS 

!CH 

JCH 

RE5Ul.TADIB 

POSITIVO 

POSITIVO 

POSITIVO 

POSITIVO 
POSITIVO 

POSITIVO 

NEGATIVO 

HETEROGENICO 
(25% POSITIVO) 

NEGATIVO 

POSITIVO 

NEGATIVO 

NEt;ATIVO 

NEGATIVO 



Dentro de este mismo contexto se ha logrado determinar 

ademas de las bacterias algunas otras especies presentan 

respuesta adaptativa como en el caso también del virus SV-

40 , en el cuál se ha econtrado protección contra la 

toxicidad y mutagenicidad de agentes metilantea.Estudios 

posteriores han m~strado la presencia de un sistema 

similar en células de mamiferoa.(2) 

En 1984 Olivieri y coJ..(43),fuerón loa primeros en 

demostrar que un pretratamiento crónico de linfocitos 

humanos con timidina tritiada hace a las células menos 

susceptibles a la inducción de aberraciones cromosómicas 

por subsecuente dosis de desafio de rayos X.Resultados 

similares fuerón encontrados par Sankaranarayana y 

col.(53) y Vijayalaxmi y Burkart(70),utilizando loe miemos 

agentes soló variando las condiciones de adaptación y 

desafio. 

Samaon y Schwartz también demostrar6n que un 

pretratamiento con MNNG producía una disminución en la 

frecuencia de !CH aai como también reducía la mortalidad 

celular como reaul tado de la acción · posterior de loa 

agentes metilantea MNNG o N-metil-N-nitroeurea (MNUl sobre 

células ovaricas en ha.meter chino. 

Sobre un sistema de prueba "in vitre"' principalmente 

empleando linfocitos humanos se ha determinado que la RA 

· hacia las radiaciones ionizantes puede inducirse por dosis 

muy bajas de rayos X (0.0l)durante la fase S del ciclo 

celular aunque al parecer eata misma respuesta se presenta 

cuando las cBlulas estan en otras etapas del ciclo 

celular. 
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No obstante. cuando los linfocitos fueron irradiados 

con una dosis de 0.01 a 0.05 Gy de rayos X antes de ser 

estimulados por fi tohemaglutinina en GO seguida de una 

dosis de reto dde 1.5 Gy(l50 rad) no preaentarón la 

reapuesta,en tanto que las células en Gl sometidas a las 

mismas dosis si la preeentarón manifeatandoae como una 

disminución de los rompimientos cromatidicoa . También se 

ha determinado que la respuesta adaptativa persiste por lo 

menos tres ciclos celulares después de a~ eatimulación en 

cultivos de 66 a 72·hra. con un incremento en metafasea de 

3a diviei6n (13,27,59). 

Otro indicio relacionado con la respuesta adapta ti va 

que ea necesario resaltar ea que la población humana 

parece ser heterogénea a dicho fenómeno,tanto en relación 

a las radiaciones ionizantes como a loa agente a 

alquilantee y se ha determinado genética.mente (1,4,20,37). 

Otro aspecto del tema es que la RA no se presenta 

unicamente al emplear la misma substancia como dosis 

adapta ti va y de reto, sino que 

distintos agentes como por 

linfocitos humanos adaptados a 

puede producirse empleando 

ejemplo en el caso de 

doeie bajas de rayos X loe 

cuáles muestran menos rompimientos cuando aon tratadas con 

Bleomicina (72) También en ratones de la cepa C57BL 

inicialmente irradiados con 5 cGy dia de rayos - X rdosis 

adaptativa>.los linfocitos del bazo periodicamente 

extraídos t 1,3. 7 19 y 26 días) y tratados con MMC 

concentración de io-7 M. loe resultados mostraron 

a una 

una 
disminución en la producción del ICH comparado con loa 

testigos C72).Relacionado con el experimento anterior 

tratamientos in ~ efectuados por Woole y col.producen 

una resistencia cruzada entre MMC y la luz ultravioleta 

preaantandose una disminución en las lesiones cromátidicaa 

e iaocromátidicaa. 

13 



Debido a que la Mitomicina C es el inductor más 

potente de Intercambio de cromatidas Hermanas <ICH) tanto 

in vivo 
---- como in yitpo es por esto que eelecionó esta 

substancia 

El principal intéres de haber realizado este trabajo fue 

que ~ecientemente ha sido observada una resistencia 

celular a diversos agentes antineoplá°aicos, la cuál crea 

problemas en la práctica clínica en el tratamiento de 

diversas neoplasias. 

14 
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OBJETIVOS 

1. - Establecer la geno toxicidad de la mi tomicina C en 

cultivos de linfocitos humanos mediante el análisis de la 

frecuencia del intercambio de cromátidaa hermanas(!CH). 

2.- Determinar la importancia de las dosis estimulantes y 

la de reto. 

3.- Determinar si la Hitomicina C ea capaz de inducir una 

respuesta adaptativa en linfocitos humanos, considerando 

como param9tro de evaluación el intercambio de cromátidaa 

hermanas (!CH). 



HIPOTESIS 



HIPOTBSIS 

'~ 

Al exponer cul tivoa de linfoci toe humanos a dosis 

bajae de Mitomicina C (dosis de adaptación y 

posteriormente a dosis mayores (dosis de reto), se 

observará una disminución en el dafio celular(frecuencia de 

!CH) en comparación con cultivos de linfocitos que solo 

fueron expuestos a la dosis de reto. 

Este fenómeno problablemente · se establezca debido a 

la estimulaci6n de mecanismos de reparación del DNA. 
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MATERIAL V METODO 



MATERIAL Y HETODOS 

Curva Dosis -Reepueeta 

Cultivo de linfoci toa t·ratadoa in vi tro con cinco 

doeie de MMC •• 

I. Siembra: 

1. - Se obtuvieron 10 ml.. de sangre venosa usando una 

jerinsa heparinizada, de un donador clinicamente sano del 

eexo femenino. 

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

estériles cada uno con las siguientes sustancias: 
a) 0.3 ml de solución estéril de bicarbonato de sodio 

al 4% por cada 10 ml de medio cultivo. 
b) 0.5 ml de fitohemaslutinina. 

e) 0.5 ml de sangre total. 

d) B.5 ml de medio ml de medio He. Coy 5A. 

3.- A laa 24 hre. de cultivo a 370 C ae asresó 45ul de 

bromodesoxiuridin~ y se volvio a incubar. 

4.- A las 48 hre ee agreg6 MMC en concentraciones de 

50,75,100,150 y 300 ng/ml y se volvió a incubar por 24 

hra. a 370 C. 

5.- A las 23 hra de incubación se agregó 0 .. 25 ml de 

colchicina y se volvio a incubar l hr. 
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1.- Se pasó el contenido de loa frascos de cultivo a tuboB 

de centrifuga marcados. 

2.- Se centrifugó 10· a 1200 rpm. se eliminó el 

aobrenadante y se reeuapendió el botón celular en KCL 

0.075 M a 37•C. 

3.- Se incubo 20" a 37•C. 

4.- Se centrifugó, se eliminó el aobrenadante y se 

reauependió el botón celular. 

5. - Se hizo la fijación y se agregó una mezcla recién 

preparada de metanol-ácido acético 3:1. 

6.- Se dejó reposar 15~, se centrifugó y se elimino el 

eobrenadante. 

111. Preparación de laminillas 

l.- Se desengrasarón loa portaobjetos que permanecierón en 

alcohol etilico 96º por lo menos 2 hra. 

2.- En el tubo con la suspensión celular se dejo 

aproximadamente 1 ml de fijador, se reauspendió con pipeta 

Pasteur y se dejó caer de 2-3gotae sobre el portaobjetos a 

una distancia aproximada de 20cm. 

3.- Su a11có al aire y se de.,ió madurar durante dos diaa a 

temperatura ambiente o por dos horas a 60oc. 
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IV. Tinci~n: 

1.- Las laminillas se sumersierón en un vaso de Coplin con 

colorante de Hoechat 33258 por 40-. 

2.- Se lavó con agua de la llave y se secó a 60º C por 

15·. 

3.- Se agregó a las laminillas unas gotas de citrato­

fosfato pH 7.0 cubriendolaa·con cubreobjetos y se expuaó a 

la luz negra par 40-. 

4.- Se lavó con agua de la llave y se secó en la estufa a 

sooc por 1s·. 

5.- Las laminillas se aumergierón en un vaso de Coplin 

conteniendo solución salina-citrato por 20- a soac. 

6.- Se lavo con agua de la llave y se eecó a sooc par is-. 

7.- Se tiñó con colorantes de Giemaa al 2% en amortiguador 

de Seraneen a pH 6.8. 

V.Observación da laminillas 

1.- Se observaron 30 mitosis de segunda división por cada 

dosis para establecer la frecuencia de ICH. 

2.- Se observaron 1000 células paradeterminar el indice 

mitótico .. 

3.-Se observaron 1000 células de ( la.2a y 3a división) 

para datar.minar la proliferación celular. 
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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 CExperimento ll. 

!.-Siembra : 

1. -Se obtuvo 10 ml de sangre venosa usando una jeringa 

hepari nizada de c;Joa donadores del sexo femenino con 

edades de 25 y 26 años. 

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

estériles,para tener cuatro series de frascos de cultivo. 

Cada uno tuvó las siguientes sustancias 

a) 0.3 ml de solución estéril de bicarbonato de sodio al 

4% por ca da 10 ml de medio de cultivo. 

b) 05 ml de fitohemaglutinina 

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

Por cada serie se efectuó una siembra por duplicado, 

correspondiendo la primera para observar el comportamiento 

de la respuesta adaptativa la segunda para el testigo de 

la doaie de reto,la tercera para los testigos de la dosis 

estimulante y la cuarta para el testigo negativo. 

3.- El cultivo en que se observó la Respuesta Adaptativa 

(RA) tuvó una preincubación de 45 hra a 37·C~ una vez que 

concluyó este tiempo se adicionaron 

o eetimulantea(5,10 y 20 ng /ml 

incubación a 37•C por 24 hre. 

20 

las dosis adaptativas 
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l.- p s e B H 

o 45 69 73 120 h 

2.- p s B H 

o 45 73 120 h 

3.- p e B H 

o 69 73 120 h 

4.- p B H 
·o 73 120 h 

5.- p s e B H 
o 45 69 70 117 h 

6.- p s B H 
o 45 70 117 h 

7.- p e B H 

o 69 70 117 h 

e.- p B H 
o 70 117 h 

FIG. 3. Protocolo seguido en el presente estudio de RESPUESTA ADAPTATIVA. 

a 4 =Experimento 1 (Dosis estimulante de MMC:5,10 y 20 ng/ml 
dosis de desafio : 200 ng/ml por 4 b l. 

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

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

B= Bromodesoxiuridina. H= Cosecha. 



4.- Al finalizar este tiempo se adicionó la dosis de reto 

(200 ng ml). por cuatro hra únicamente. A continuación se 

lavó las células con medio de cultivo a pH 7 .O por dos 

ocasiones de la siguiente forma: 

a) Se virtió el contenido de loe frascos de cultivo en 

tubos con tapón de rosca y se centrifugó 10 .. a 1500 rpm. 

b)Se quitó el sobrenadante y se agregó 5ml de medio Me.Coy 

con Bicarbonato y se agitó para romper el botón celular. 

c)Se centrifugó 10.. a 1500 rpm y se eliminó el 

sobrenadante. 

5. - Se resembraron las células en 9ml de medio Me Coy 

conteniendo bicarbonato y fitohemaglutinina.Se agregó 45ul 

de 5-Bromodeaoxi uridina ( 18 ng/ml) y se dejo actúar 48 

hra a 37•C. 

6.-Una hora antes de concluir el tiempo de incubación se 

agregó 0.2 ml de colchicina. 

El PI".Ocedimiento para los testigos fue similar a lo 

antes descrito con las siguientes exepcionea.En el caso 

del testigo para la dosis de reto se adicionó a los 

frascos de esta serie únicamente la MMC(200ng/ml )en el 

caso de los testigos de las dosis adaptativas se agregó 

unicamente MMC en las dosis estimulantes de 5, 10 y 20 ng 

ml,por lo que se refiere al testigo negativo no se 

adicionó MMC. 

11. eo .... cha: 

1.- Se pasó el contenido de loa frascos de cultivo a tubos 

de centrifuga marcados. 

2.- Se centrifugó 1o·a 1200 rpm, se eliminó el 

sobrenadante y ae resuependió el botón celular en KCL 

0.075M. 
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3.-Se incubó 2o·a 37•C. 

4.-Se centrifugó. se eliminó el aobrenadante y ee 

reeuapendió el botón celular. 

5.-Se hizó la fidación agregando una mezcla recien 
preparada de metanol-ácido acético 3:1. 

6.-Se dejó reposar 15 .. , ae centrifugó y se eliminó el 

sobrenadan te 

7.-Se agregó nuevo fijador, ae dejó reposar 15~.ae 

centrifugó y se eliminó el aobrenadante (se repi ti6 este 

procedimiento hasta que el eobrenadante quedó claro). 

8.-Se agregó nuevo fijador, se reeuspendió y se guardo en 

el refrigerador basta la preparación de las láminillaa. 

111. Preparación do llllllinillae 

1.- Se deaengraearón loa portaobjetos en alcohol etílico 

por lo menos 2 hrs. 

2.:-En el tubo con la suspensión celular ee dejó 

aproximadamente un ml. de fijador. ae reauspendió con 

pipeta Pasteur y ae dejó caer doa gotas sobre el 

portaobjeto a una distancia aproximada de 20 cm. 

3.- Se secó al aire y se dejó madurar las láminillaa dos 

días a temperatura ambiente o dos horas a 60•C. 
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IV.Tinción: 

l.- Se aumergierón las láminillaa en un vaso de Coplin co~ 

coloran te de Hoeacht 33258 por 40J. 

2.- Se lavó con agua de la llave y se secó a 60•C por 15~ 

3.- Se agregó a las láminillaa unas gotas de buffer 

citrato-fosfato pH 7 .O,ee colocó un cubreobjetos y ee 

expus6 a la luz negra por 40~ 

4.-Se lavó con agua de la llave y se secó en la estufa a 

60•C por 15º 

5.-Laa laminillas se sumergieron en un vaso de Coplin 

conteniendo una solución salina-citrato por 20•a 60•C. 

6.-Se lavó con agua de la llave y se secó a 60•C por is·. 

7.-Se tiño con ·colorante de Giemsa al 25% en amortiguador 

de Seraneen pH 6.8. 

V.Observación de laminillas: 

1.-Se observarán 30 mitosis de segunda división por dosis 

para establecer la frecuencia de ICH. 

2.-Se observarán 1000 células para determinar el índice 

mitotico 

3.-Se observarán 1000 células ( la,2a y 3a división) para 

determinar la proliferación celular. 
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Cultivo de linfocitos humanos tratados con tres dosis 

bajas y una da reto MMC(400 ng/mll. EXPERIMENTO 2. 

La única diferencia de este experimento con el 

anterior, se refiere a que en este caso se utilizó una 

dosis de reto de 400 ng/ml,con un tiempo de exposición de 

una hora. 

En lo que corresponde a los siguientes pasos se 

procedió de igual manera que en el experimento l. 

TRATAMIENTO RSTADISTICO 

- Se utilizó el análisis de Xi cuadrada para análizar la 

variación inter- individual para cada dosis de MMC. 

- Se aplicó ANOVA (Análisis de Vari~nza) con clasificación 

doble para encontrar las diferencias de un experimento con 

otro. 

Los parlmétros que se utilizaron fueron: 

- Se calculó el Valor esperado =Valor de DA +Valor de DR -

Valor del testigo negativo.: 

DR=doais de reto, DA-dosis adaptativa 

- Se calculó el indice de replicación (!R),para determinar 

la duración de la proliferación celular. 

IR=lM1+2M2+3M3/100 (donde Ml.M2,M3) son porcentajes de 

metafases en primera, segunda y tercera división 

respectivamente. 

- Se calculó el porcentaje de inhibición utilizando la 

siguiente fórmula: 

% I-No de ICH por qélula en la presencia de HMC 

No de !CH por célula en la ausencia de MMC 
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RESLILTADC•S 



RBSULTADOS 

1.- EFECTO DE LA MITOMICINA C CMMCl 

El primer aspecto a ánalizar fué el comportamiento de 
la MMC sobre los linfocitos humanos.En la tabla número 3· 

podemos observar los parámetros utilizados que fuerón el 

intercambio de cromátidas hermanas ( ICH), índice mitotico 

(IM) y el indice de replicación (IR) ,El cuál nos permite 

estimar la velocidad de la proliferación celular. También 
podemos observar que las dosis utilizadas fueron de 
0,50, 75, 100, 150 y300 ng/ml .El valor promedio fue de ICH 

7 .3+0.42 para el testigo negativo y dicho valor aumenta 

proporcionalmente con el incremento de la dosis .Para 75ng 
ml de MMC se presentó un incremento de 2 .5 veces en 

relación al testigo negativo y ya para la última dosis 

( 300 ng/ml ) la MMC aumentó la frecuencia de ICH más de 

cuatro veces eetableciendoee una relación dosis 

dependiente con la concentración de la MMC. 

El análieie de Xi cuadrada fue usada para analizar 

la variación interindividual para cada doaia de HMC. 

La correlación probada muestra gue las frecuencias de ICH 

aumentan con una función lineal de las dosis de 

MMC(r:0.921,y=0.07 42x+ll.39),moatrando una diferencia 

eignificativa con relación al testigo negativo a partir de 

la dosis de 75 ng/ml (p:0.01). 

En la gráfica l se presentan los reaul tadoa con un 

análieis de regresión lineal. 

En cuanto al IM se observó una disminución de l a O.S 
indicando que con la dosis de 300 ng/ ml la división 

celular se abate considerablemente probablemente por la 

alta toxicidad de la MMC para lae células. 
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T A B L A 

FRECUENCIAS DE INTERCAMBIO DE CROHATIDAS HERMANAS (ICH)PRODUCIDAS POR_ 

MITOMICINA C (MMC) EN CULTIVOS DE LINFOCIT.OS HUMANOS. 

1 

º~;1;1 X t ee !CH PROLIFERACION CELULAR 
la 1 2a 3a 

IM % 

o 7.3 0.42 1.0 19 60 21 

so 13.0* 0.75 1.4 27 60 13 

75 18,S* o.59 l. 1 37 

100 23.B* 1.07 l. 2 39 

150 23.6* 0.97 1.0 43 

300 31. 3* l. 37 0.5 43 56 l** 

IR 

2.02 

l. 67. 

·1; 62 

l._65 

l. 56 

e.e= Error estandar de la media X I. M. =Indice Mi totico IR=Indíce de repli­
cación. 

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

Diferencia significativa con Xi cuadrada p=0.01 vs Testigo negativo 

El análisis de regresi6n lineal para el I.M; y=0.0742 • 11.39 

r=0.921 



Finalmente el valor de IR disminuyó de manera 

significativa con relación al testigo nega~ivo a partir de 

la dosis de 75 ng/ml. al mismo tiempo que se presentó un 

incremento de metafasea en 2a división (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 fuerón 

5,10 y 20 ng/ml y como dosis de reto(DR) se seleccionaron 

una dosis por ebajo 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,asi como el coinpor _tamiento de la RA entre los dos 

donadores.En la tabla 4 se presentan loa 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 negativo y testigos de las dosis 

adaptativas, en la siguiente se encuentran los resultados 

para el testigo de la dosis de reto y loa problemas del 

donador 1, continuando las columnas.en el mismo orden para 

el donador 2 • 

• Al aplicar ANOVA (Análisis de Varianza) con 

clasificación doble y T de Studerit se encontró que sólo 

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 máe la dosis de 200 ng/ml para 

ambos donadores 

Para la dosia de reto de 400 ng/ml sólo hubo diferencia 

significativa con el testigo negativo y el de reto (Tabla 

5) ,debido a que las frecuencias de ICH de los controles 

positivos (sólo dosis de reto) tienden a ser altos 

mientras que las dosis adaptativas no. 

29 



TABLA 4 

FRECUENCIAS DEL INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS OBSERVADAS EN 
lA RESPUESTA ADAPTATIVA INDUCIDA CON MlTOMICINA C EN 

EN CULTIVO DE LINFOCITOS HUMANOS 

DONADOR 1 DONADOR 2 
ng/ml ICH + e.e. ng/ml ICH + e.e. ng/ml ICH + e.e. ng/ml ICH + e.e. 

To 8.2b" 0.52 P200 20.16 0.55 To 6.73. OA2 1'200 15.06 0.99 

"' o T5 8.6QA 0.60 1'5+ 200 10.39 ~· 0.64 T5 7,83A 0.55 P5 + 200 8.2" 0.51 

TJO 10.73A" 0.43 PIO + 200 10.9A" 0.63 TJO 8.76A" 0.65 PIO+ 200 9.26A" 0.66 

T20 Jl.ll•A• 0.40 P20 + 20~ 14.5A" 0.83 T20 lQ,53A' 0.61 P20+ 200 lJ.OA" 0.61 

e.e. = error estandar 

• Si¡¡nifir,11ivo respecto • su problema (P) despu~ de aplicar A NOVA ron clasilicaci6n doble y T de studcnt. 

ASiBnificutivo respecto a Mitornicina e despul!s de aplicar T de student p=0.01 

"Significativo rL>sprcto a su testigo negativo (To) después de aplicar T dr sludent p=0.01 



TABLAS 

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

EN CULTIVO DE LINFOCITOS HUMANOS 

DONADOR 1 DONADOR2 

ng/ml !CH+ e.e. ng/ml !CH+ e.e. ng/ml ICH +e.e. ng/ml !CH +e.e. 

TO 7.8* 0.39 P400 17.86 1.04 TO 7.4* 0.39 P400 17.83 0.91 

"' ~ T5 8.0" 0.51 P5+400 8.31'l' 0.49 T5 7.7" 0.40 p 5 + 400 9.6"" 0.50 

no 11.0"" 0.48 Plll+400 12.5"" 0.66 TIO 10.4"" 0.81 P10 + 400 10.7"" 0.56 

T20 12.3"" 0.45 P20+400 15.6"" 0.78 T20 13.1"" 0.56 P20 + 400 13.9"" 0.72 

e.e.= Error estandar 

.. Significativo respecto a su problrma (p) despues de aplicar ANO VA con clasific.tción doble y T de Studenl 

/\Significct.tivo respecto .t Mitomicina C des pu&. de aplicar T de Student p=0.01 

"!:óignifirativo r<'Specto • su testigo negativo (To) Jespués de aplicar T de Sludenl p=0.01 



En testigos negativos( solo dosis de adaptación) la 

frecuencia de !CH fue ligeramente variable para ambos 

tratamientos y ambos donadores;como en el caso del donador 

1 con la dosis de reto de 200 ng/ ml que muestra para TO 

una X=6. 26 y T5 X=B. 6 de 1 CH; aunque las diferenc las son 
muy pequeñas en ambos sujetos se sigue conservando en 

todas las concentraciones utilizadas que la frecuencia de 

ICH son dependientes de la concentración de MMC.Una 

disminución de 30 a 50 % de ICH inducida por MMC fue 

observada en cultivos de ambos sujetos (Tabla 6),en 

comparación el valor esperado el cual se obtuvo con la 

sig.formula : 

Valor eaperado=Valor ~+Valor DR-Valor del testigo 

·negativo. 

En la tabla 6 se encuentran resumidos los resultados 

de ambos tratamientos y donadores,la primera columna 

indica el tipo de tratamiento,la siguiente la media de ICH 

observado para cada tratamiento con BU error 

atendar, después el valor que se hubiera esperado y la 

última columna presenta los porcentajes de inhibición que 

se obtuvieron . 

En la misma tabla se pone de manifiesto que al 

comparar loa valorea de ICH observados con los 

esperados,la diferencia para ambos dona~ores ea notoria ya 

que el valor observadc es muy inferior al -esperado.En el 

ensayo con la dosis de 200 ng/ml la minima inhibición fue 

de 36.96% para el donador 1 y para el donador 2 fue de 

34.70% y la máxima fue de 49.26% y 42.09% respectivamente, 

mientras que el ensayo con la dosis de reto de 400 ng/ml 

el porcentaje de inhibición minima para el donador 1 fue 

de 30. 22% y para el donador 2 de 30. 30% mientras que la 

máxima fue de 53.6% y 45.90% respectivamente. 

Este fenómeno se observa más claramente en las 

gráficas 2 y 3 en las que se comparan por medio de barras 

loe valorea obtenidos para cada grupo de tratamientos. 
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TABLA 6 

RESPUESTA ADAPTATIVA INDUCIDA fOR MITOMICINA C 
INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS OBSERVADAS 

EN CULTIVO DE LINFOCITOS HUMANOS 

OONAOOR 1 OONAOOR2 

mATAMlENTO ICH e.e. !CH INHIBICION !CH e.e. !CH 

ng/ml OBSERVADO ~PERA DO \ OBSERVAUO Fl:it'ERADO 

1 FSflG<' (O) S.:?6 0.52 ó.73 0.92 
\IMC('.200) 20.10 0.55 15.06 0.99 
~IMC.DA(5) 8.loa 0.60 7.83a 0.55 
\IMC'.l>A{10) 10.73a,b 0.43 8.7óa,b 0.65 
:'l.IMCD.·\(:!O) 11.11 a,h 0.40 10.53a,b 0.61 
\IMC.IJ;, + DR (5 + 200) IQ.3Qol,b 0.64 20.50 49.26 8.2a 0.51 14.16 
f\.\MC.OA + DR(lO + 200) 10.9Q a,b 0.63 22.63 51 . .t:l 9.260.,b 0.6ó 15.09 
\11\fC.OA + DR(20+ 200) 1-1.5 a,b 0.83 23.01 36.9S 11.0a,b O.ól 16.86 

tti>;t'IGO(O) 7.8 0.39 7.43 0.39 
\1\1Cl-l00) 17.So 1.04 17.83 0.91 
\IMC.DA(5) 8.0 a 0.51 7.730,b 0.40 
~lf\.tL".DA(JO) 11.0 ll,b 0.48 10.4óa,b 0.81 
\li\h .. ".D\{::!O} 12.34 J,b 0.45 13.1 a.l- 0.56 
\IMC.I),.; + 0R(5 + 400) 8.33. 0.49 18.06 53.S 9.6 a.b 0.50 17.1 
\l~IC.l>A + DR(I0+400) 12.53 d,b 0.66 21.06 40.5 10.7611.,t> 0.56 19.83 
~l\IC.OA + DR(20+400) 15.6..~n,b 0.78 22.40 30.22 13.96 a,b 0.72 20.03 

ll:\• unsts DE .\DAPTACION DR• DOSIS DE RlITO e.e.• ERROR e,1ANDAR 

\. Alt )!~ DE ICH f.SPERADO· VALOR OIJir.NIDO CON t.A DA +VALOR OBTENIOO CON LA DR - VALOR DEL TESTIGO 

.r SIGNll"ICATl\'O RESPECTO A MITOMICINA e 

I· ~JGI\ 1 ! IC ;\TJ\10 REiPECTO A su Tl5nGo 

INHIBll10N 
lió 

42.09 
38.63 
34.70 

43.27 
"'5.90 

30.10 



"' .. 

GRAFICA No. 2 

-
n n 

1 1 

.. f ¡ 1 1 ,.., 
... : 1 h r •r l 1 1 1 .. n ,.. 1 1 "' 

, , 
1 1 1 1 1 1 1 1 1.1 11 1' l 1 l 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 

1- 1 1 11 ¡ 1 l 1 
1 1 1 1 11 1 1 
1 1 l 1 1 1 1 

¡.. 1, 1 1 I"' 
1 1 fo.l I'" 

: 1 1 1 ..... ... ,..• 1 
I"' "' . "" ... 

r 

1 L l 1 L 1 1 

R.:spucsta adaptativa producida por la n~itomicina C. Intercambio de cromatídas hermanas <n d donador 1. 
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DISCUSION 

Recientemente han surgido una serie de 

investigaciones para ver si es posible inducir un 

mecanismo de reparación y determinar el tipo de lesioneS 

claatogénicas que pudiera afectar. La mayoría de estas se 

han realizado utilizando como agente estimulante la 

radiación y estiman el daño celular por medio de 

aberraciones cromoaómicas ya a ea en 
bacterias,plantaa,linfocitoa o fibroblastoa humanos. Este 

trabajo ha utilizad~ el mutagéno químico MMC para evaluar 

el potencial de este antibiótico como inductor de RA 

evaluan:ioee el daño celular por medio del 

considera un indicador extremadamente 

crom6eomaa dañados (69). 

ICH que se 

sensible de 

Loe resultados mostrados en las tablas y 5 

demuestran la capacidad de lo,!3 linfocitos humanos para 

·inducir un mecanismo de reparaci6n previa exposición de 

HHC y posterior desafío a dosis mayores del antibiótico 

con lo que se demuestra que se llevo a cabo el proceso 

denominado Respuesta Adaptativa(RA),coneistente en que se 

presentan diferencias no muy grandes en el número de !CH 

antes y después del tratamiento. 

Efectos similares fuerón observados por Samson Y 

Cairns en 1970 en cultivos de ~,que fueron expuestos 

a dosis bajas de MNNG y desafiadas con una dosis mayor de 

agentes alquilantes encontrandose una marcada diferencia 

entre loa efectos letal y mutagénico en células adaptadas 

comparados con loa controles no adaptados(53). 
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El mismo efecto ae ha observado 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 loa valorea fueron significativamente diferentes. 

es decir 1 que aunque se manejaron las mismas condiciones de 

cultivo y tratamientos los números de ICH son variables 

debido a que se ha demostrado que existe una 

heterogeneidad entre individuos, reflejo de una diferente 

sensibilidad al antibiótico y también a que dos 

tratamientos no pueden tener la misma cantidad de células 

(4,37,54). 

La mejor respuesta RA se obtuvó con la dosis de 

desafio de400 ng/ml y una hora de contacto con· 1a MMC,ya 

que para ambos donadores no hubo diferencia significativa 

con ninguna de las tres dosis estimulantes más las dosis 

de desafio, efecto si se observó con· la dosis de 200 ng/ml 

en la cual sí 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 posible inducir una RA, independiente 

mente del tiempo y concentración de la MMC con loa 

linfoci toe obteniendose la mejor RA se obtuvó con las 

doaia eatimulantea de 5 y 10- ng/ml . 
La esencia de este fenómeno es Wla preexpoaición 

preeliminar cOn una dosis baja prácticamente no mutagénica 

de agentes quimi~os o radiaciones lo que provoca una 

resistencia significativa de las células a la acción 

desafiante del mismo u otro agente (19,62).Se ha observado 

que con dosis muy altas del agente estimulante utilizadas 

como dosis de adaptación no hay RA. como es el caso de 

fibroblaatos humanos estimulados con microlitro de 

solución 0.1 M de MNNG a intervalos de 12 hrs, por nueve 

tratamientos y después de dos a tres horas desafiados con 

HNUC 20,28! 
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La R.A. se debe a la inducción de un sistema 

enzimático reparador en el cual las células retienen una 

memoria de exposición manifestada por la expresión de 

algunas proteínas que pueden ser candidatas potenciales 

para reparar DNA ( 53, 63. 70), indicando que involucra la 

inducción de uno o mas genes en respuesta a la exposición 

de bajos niveles de agentes alquilantes. 

En E.&2ll_ee 

metilguanina (0-6-
ha mantenido por años que la 0-6-

meG) es la más importante lesión 

premutagénica inducida en DNA por agentes alquilantes y en 

la reparación de dicha lesión se involucra una adaptación 

mutagénica manifeatandoee en un aumento en loa niveles de 

0-6-meG-DNA-metiltraneferaea (10,13) 

En la R.A participan por lo menos cuatro genes el gén 

ADA que actúa como consecuencia de la baja exposición y 

posee actividad de metiltranferaea y de activador 

tranecripcional o regulador de la R.A por la propia 

metilación sobre la reparación de metilfosfotriester en el 

DNA (57,60) La enzima 0-6 meG-DNA-metiltraaferaaa es 

transportada al aceptar guanina y demetila loa residuos 

meG inducida por las dosis de reto (10,20,44,46,61). 

La 0-6-meG-DNA- metiltranaferaaa también repara la 0-

4-metilgunina aunque mas lentamente. También se han 

involucrado tres genes máa que actúan en la R.A y son el 

gen Alk que induce la 3 metiladenina-DNA glicoailaea, la 

cual repara la leeion citotóxica de 3 metiladenina o bien 

0-2-metiltiamina y 0-2-metilcitosina y en baja proporción 

la N-7-metilguani~a (20,21,39,44,46). 

Loa genes alk B y Aid hacen a laa células más 

resistentes a la muerte celular pero su mecanismo de 

acción permanece desconocido E.coli también con tiene 

otros genes de reparación que no pertenecen a la RA como 

son el gen OGT que repara las lesiones 0-metiguanina y 0-4 

metil- tiamina y el gen 'fag 1 que sólo repara lesiones 3-

metiadenina(20). 
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Hay una gran evidencia para la existencia de una 

posible RA en linfocitos humanos similar a la encontrada 

en E.coli (Sameon y Cairna 1977) y células de roedores 

(Sameon y Schwartz citado por 53) ya que las enzimas DNA­

metiltraneferaaa y glicosilaea se ha encontrado en 

linfocitoe humanos, placenta. tejido fetal humano y células 

tumorales humanas sin estimular.cuando las células son 

estimuladas se inducen de 20 a 3000 moléculas más por 

célula y se han visto incrementos de 100 veces o m~e loe 

niveles de 0-6-meG DNA-metiltraneferasa( 13. 20). También la 

0-6-alquilguanina se ha considerado una lesión de 

importancia en células y tejidos de mamiferos.En cultivos 

de células de mamiferoa la 0-6 metiguanina es implicada en 

mutagénesie por agentes alquilantea (12,40),y es una 

evidencia considerable que la 0-6 alquilguanina puede ser 

involucrada en la producción de tumores en experimentos 

con animales por carcinogénoe alquilantee.En general~loa 

agentes alquilantee que producen poca o--6 alquilguanina 

en DNA son carcinosénos débiles. 

En resumen, diferente proporción en la reparación de 

esta leei6n en tejidos blanco tienen un efecto profundo 

aobre la producción de tumoree(66,72,74l. 

Por ejemplo la producción de tumores en cerebro de ratas 

jovenes tratadas con N-etil-N-nitroaurea es correlacionada 

con la persistencia de 0-6-alquiguanina en el órgano 

blanco. 

Similarmente, tratamientos crónicos con N-metil-N­

ni trosurea da como resul tadoa tumores neuralee en 

experimentos con animales y es acompañada por una 

acumulación progresiva de 0-6 metilguanina en el cerebro 

sin ninguna acumulación en otro te,iido (30).Es bien 

conocido que ciertos tejidos y células pueden remover la 

0-6 metil¡¡uanina y 0-6-etilguanina de DNAI 5-

7, 23, 24, 29, 30, 41,48, 51,56, 65~67).Una actividad enzimática 

que transfiere el grupo 0-6-alquil a ciateina. formando S­

alquilciateina en una molécula aceptora,esta presente en 

una variedad de mamiferos. incluyendo te.i idos 

humanos! 3.11. 16. 33. :'!4. 42. 49. 50. 70. 74 ¡. 

39 



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 bisado humano de 600,000 a 900,000 por célula 

En cultivos celulares humanos aproximadamente 100,000 

moléculas por célula. La actividad de tranaferasa y 

aceptar son aparentemente producidas por la misma 

proteina(ll) y las propiedades bioquímicas de bacterias y 

humanos son similares.En varios estudios se ha encontrado 

que la RA ea similar a la de E. coli ( 74). En células de 

hamater chino,virus SV-40 expuestos a dosis bajas de MNNG 

hace a las células más resistentes a la inducción de ICH 

(34). 
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CONCLUSJ:ONES 



e o N e L u s I o N E s 

1.- Se determin6 que la Mitomicina e tiene un efecto dosis depen­
diente sobre la frecuen.cia de intercambio de cromátidas her­
manas. 

2.- Se obser,ró una Respuesta Adaptativa empleando a la Mitomici­
na e como agente estimulante. 

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

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

5.- No se observaron diferencias significativas en la Respuesta 
de ambos donadores. 

6.- El fenómeno de la Respuesta Adaptati,ra se debe probablemente 
a la inducción de un sistema de reparación. 
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