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1. ABSTRACT 

Mouse were exposed to different doses of gamma radiation and the effect on Sister 

Chromatid Exchange (SCE) frequency in spermatogonias was evaluated. The effect was 

analyzed before and after Bromodeoxyuridine (BrdU) incorporation to determine the 

interference of such agent with the cellular response induced by radiation. The capacity of 

chlorophyllin (Sodium and Copper salt derivativa from chlorophyll) to reduce SCE induction 

by radiation in normal and BrdU radiosensitized spermatogonias was also determinad. 

The results indicate that there was a significan! increase in SCE frequency by 

gamma radiation exposure in these cells, such effect was higher irradiating after BrdU 

incorporation than before. This fact confirms previous observations that BrdU sensitizes 

sorne cells to SCE induction. 

With regard to the chlorophyllin effect, it was determined that this salt acts as a 

radioprotector reducing gamma-rays-induced SCE before or after BrdU incorporation Total 

protection was obtained with 200 µg of chlorophyllin per g of body weight in both protocols. 

Under the experimental conditions of this study there was no evidence of genotoxicity 

induced by chlorophyllin itself. The results suggest that this agent may act as a 

radioprotector by scavenging free radicals produced by gamma-radiation which cause DNA 

lesions that are involved in SCE formation. 



1. RESUMEN 

En este trabajo se determinó el efecto de la exposición a diferentes dosis de 

radiación gamma sobre la frecuencia de Intercambios en las Cromátidas Hermanas (ICH) en 

espermatogonias de ratón in vivo. Dicha acción se analizó antes y después de la 

incorporación de Bromodesoxiuridina (BrdU), para detectar la consecuencia del tratamiento 

con este agente sobre la respuesta celular inducida por radiación. Asimismo, se analizó la 

capacidad de la clorofilina (sal de sodio y cobre derivada de la clorofila) para reducir la 

cantidad de JCH provocada por radiación gamma tanto en células normales como 

radiosensibilizadas con BrdU. 

Los resultados indican que la radiación gamma incrementó de manera significativa la 

frecuencia de ICH en estas células y que el efecto fué mayor cuando la irradiación se 

realizó después de la incorporación de BrdU. Esto confirma observaciones previas de que 

Ja BrdU sensibiliza a las células respecto a la producción de ICH. 

Además se obtuvo evidencia de que Ja clorofilina actuó como radioprotector 

reduciendo la frecuencia de ICH causada por radiación gamma, obteniéndose el 100% de 

protección con una dosis de 200 µg/g. Este efecto se observó tanto antes como después 

de Ja incorporación de BrdU. 

No se encontraron evidencias de genotoxicidad provocadas por la clorofilina per se. 

Se sugiere que Ja acción radioprotectora de la clorofilina se da a través de la captura de 

radicales libres producidos por el efecto indirecto de la radiación gamma, los que al dañar al 

ADN traen como consecuencia la formación de ICH. 
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2. 1 N T R o o u e e 1 o N 

La radiación ionizante se caracteriza por viajar con alta frecuencia y baja longitud de 

onda, y se encuentra dentro del espectro electromagnético general (Figura 2.1). Esta 

radiación no sólo se comporta como ondas electromagnéticas, sino también como paquetes 

de energía extremadamente pequeños llamados cuantum o fotones, cuya energía es 

directamente proporcional a la frecuencia. La ionización inducida por radiación se refiere a 

la capacidad de ésta para transformar átomos y/o moléculas en iones cargados positiva o 

negativamente por remoción o adición de electrones (Selman, 1983). 

Cuando la radiación ionizante pasa a través de la materia, los fotones interactúan 

primero con los átomos liberando electrones de los orbitales y después estos electrones 

primarios viajan por la materia ionizando y excitando a otros átomos. La ionización implica 

la remoción completa de un electrón orbital de su átomo, mientras que la excitación se 

refiere al desplazamiento de un electrón a niveles más altos de energía. Ambos procesos 

causan efectos biológicos, siendo mucho más importante la ionización. 

En la naturaleza todos los sistemas biológicos se dañan por la radiación ionizante. 

La recuperación de éstos puede ocurrir si la radiación es recibida en pequeñas dosis y 

causa un daño mínimo. Sin embargo, por arriba de ciertos límites, la radiación produce una 

gran cantidad de daño biológico que dificulta o imposibilita la recuperación (Selman, 1983). 

Se ha descrito que la radiación ionizante desencadena una serie de reacciones en 

menos de 10-s segundos, que involucran cambios químicos en todas las moléculas teniendo 

especial importancia las que afectan al ADN, ARN, proteinas, enzimas y al agua. El 

resultado son lesiones que pueden provocar la muerte (Sanders y Kathren, 1983). En el 

caso del ADN, algunas de estas lesiones pueden ser reparadas a través de ciertos procesos 

celulares y otras posiblemente se evitan debido a la presencia de algún agente natural con 

actividad radioprotectora (Selman, 1983). 

La radiación ionizante ocasiona efectos a diferentes niveles de organización, que 

dependen directamente del tipo de radiación (rayos X, rayos gamma, rayos cósmicos, 

partículas alfa, partículas beta, neutrones y protones), dosis total, tiempo de exposición, 

razón de dosis, dosis absorbida, radiosensibilidad y condiciones ambientales en general 

(Pizzarello, 1982). 



Actualmente los organismos vivos se encuentran expuestos contínuamente a 

diversos tipos de radiación ionizante, tanto de origen natural como artificial. La radiación de 

tipo natural proviene de los rayos cósmicos y de algunos elementos químicos que se 

encuentran en el suelo, en el aire y en el agua. La radiactividad terrestre es producida 

principalmente por radionúclidos como el Uranio, Torio y Radio. Estos elementos se 

localizan en la biosfera, en el suelo, en materiales de construcción y en rocas. Ciertas 

cantidades de estos elementos se incorporan a los organismos a través de los alimentos y 

propician determinada exposición interna. Asimismo, los gases radiactivos como el Radón 

(Rn222) y el Torón (Tn22º), que se originan por el decaimiento natural del Uranio y del Torio 

respectivamente, son inhalados y provocan daño en el epitelio del tracto respiratorio. Los 

rayos cósmicos son una fuente externa de energia y forman radioisótopos de importancia 

biológica como el Tritio (H3) y Carbono 14 (C1 4) mediante reacciones nucleares en la 

atmósfera (Sanders y Kathren, 1983). 

Las fuentes artificiales de radiación creadas por el hombre para fines médicos, 

científicos, tecnológicos, bélicos e industriales como los aparatos de rayos X, la producción 

de radioisotopos, los aceleradores de partículas y los reactores nucleares, constituyen 

fuentes adicionales de exposición (Sanders y Kathren, 1983). 

12 Me V 1.25 KeV 125 e V 3 e V l. 25 e 10i-2 ev l. 25 c10i-•ev 4 n0>-'ºev 
1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 u 1 1 1 1 
1 1 1 ·L 1 L 1 1 1 
1 1 · .. ·,!· 'T , .. 1 u 1 1 1 
1 1 .T R. 'r·Z .1 1 1 
1 ·RAYOS X .I <'\' :A·· 1: \I IHFRA- 1 1 OHDAS DE 
1 1 

·.• ... ·.Jl:(~·~ 
:l·V· I 1 1 

1 Y GAMMA 1 1·.1·1 ROJO 1 1 RADIO 
1 1 :·1,s·1 1 1 
L I· .·1.T 1 1 1 
1 :1 ·1·e 1 1 1 
1 1 : Á 

. · I L. 1 1 1 
1 ... •I 1 E 1 1 1 
1 1 : ·.1: 1 1 1 1 

0.001 A 10 A 100 A 8000 A 10-zcm 1.0 cm 3 (10) 5 cm 

1 A = cm = 
100, 000, 000 

Figura 2.1. Espectro electromagnético general. El rango de 
longitud de onda y energía de la radiación por diagnóstico con 

rayos X es igual a 0.1-1.0 A (124-12.4 KeV) y por rayos 
gamma (6°Co) es igual a 0.01 A (1.25 MeV). 
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2.1. INOUCCION DE DAÑO POR RAOIACION IONIZANTE. 

2.1.1. Mecanismos de Inducción de Daño por Radiación sobre la 
Materia Viva. 

Los mecanismos a través de los cuales la radiación ejerce sus efectos sobre la 

materia viva pueden ser de acción directa o indirecta, aunque ambos tienen la posibilidad 

de actuar finalmente sobre blancos vitales de las células y contribuir al total del daño 

inducido (van Sonntag, 1987). 

El primer mecanismo opera ionizando directamente algunas moléculas blanco 

altamente radiosensibles dentro de la célula. Hasta el momento, las evidencias indican que 

más de un blanco debe ser ionizado para inactivar a la célula por pérdida de su capacidad 

reproductiva o por muerte, debido al gran número de alteraciones tanto en los ácidos 

nucléicos como en las enzimas (Selman, 1983). Como resultado de la acción directa se 

produce daño al ADN ocasionando alteraciones estructurales que dan origen a mutaciones, 

rupturas cromosómicas y/o distribución atípica de los cromosomas durante la mitosis. 

La acción directa ocurre principalmente con partículas altamente energéticas como 

neutrones, protones y partículas alfa, que tienen más probabilidad de golpear blancos 

múltiples inactivando a la molécula o provocando serias alteraciones (Sanders y Kathren, 

1983; Kedar, 1984). 

Sin embargo, aquellas moléculas que no fueron ionizadas en forma directa pueden 

sufrir daño causado por los productos de ionización de otras moléculas circundantes, siendo 

éste el mecanismo de acción indirecta. Dado que la ionización no es un proceso selectivo, 

los elementos predominantes de un sistema complejo tendrán más probabilidad de ser 

ionizados. El agua es el elemento más abundante en la célula y su ionización da origen a 

productos altamente reactivos llamados radicales libres (Figura 2.2). Estos son átomos o 

moléculas que tienen electrones no pareados por lo que pueden oxidar o reducir moléculas 

biológicas. Los radicales libres más reactivos son: OH', H02' y H' , los dos primeros son 

oxidantes y el último es reductor. Debido a su alta velocidad de reacción tienen vida media 

corta (10-10 - 10-12 seg.), pero dada la posibilidad de dispersarse pueden o no producir su 

efecto en el sitio de origen, en contraste con el mecanismo de acción directa en el que la 

energía se deposita directamente en las moléculas blanco (Trol! y Wiesner, 1985). 

Por su marcada reactividad, los radicales libres producidos por la radiólisis del agua 
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(Figura 2.2.1), se combinan fácilmente con el oxígeno (Figura 2.2.3), con moléculas 

orgánicas (Figura 2.2.4) y también reaccionan entre si dando origen a otros radicales 

igualmente tóxicos para la célula (Figura 2.2.2) (Pryor, 1986). 

Estas entidades altamente reactivas se combinan con ciertas moléculas sensibles 

como proteinas, carbohidratos, lípidos, enzimas y principalmente ácidos nucléicos, 

descomponiéndolas por rupturas de puentes químicos y provocando severos transtornos. 

A pesar de que el ADN puede sufrir grandes cambios por la ionización debida a la 

acción directa de la radiación, el daño que ocurre con mayor frecuencia en él es causado 

por los radicales libres generados durante la acción indirecta de la misma (Pizzarello, 1982; 

Sanders y Kathren, 1983; Salman, 1983; Hutchinson, 1985). Sin embargo, cuando las 

células son irradiadas en presencia de algún agente que captura radicales libres, sufren 

menos cambios moleculares y tienen mayor probabilidad de sobrevivir (Roots y Okada, 

1972). 

FIGURA 2.2 REACCIONES DE LOS RADICALES LIBRES 

H' + OH' 

Hidrógeno Ión libre hidroxilo 

2.2.1. Radicales libres producidos por la interacción de la 
radiación ionizante con el agua. El punto representa un 

electrón no pareado. 
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+ 

Hidrógeno molecular 

OH' + OH' 

Peróxido de Hidrógeno 

H' + OH' 

2.2.2.- Combinación entre Jos radicales libres producidos por 
Ja radiólisis del agua: 

H' + 

Hidro peróxido 

+ 

Peróxido de Hidrógeno 

R' + 

Peróxido 

2.2.3.- Reacción entre radicales libres y oxígeno. 
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RH + OH" R' 

Radical libre orgánico 

RH + H' R' 

Radical libre orgánico 

RH + R' 

Radical libre Peróxido de 

orgánico hidrógeno 

2.2.4. Reacciones entre moléculas orgánicas (RH) y radicales 
libres orgánicos ( R'). 

2.1.2. Efectos Genéticos de la Radiación Ionizante. 

El ADN es la molécula portadora de la información genética que regula las funciones 

celulares tanto en el crecimiento como en la diferenciación y que se transmite de una célula 

a sus descendientes o de un organismo a otro. 

Los polipéptidos que se producen por la traducción del ácido ribonucléico mensajero 

(ARNm) que a su vez es producto de la transcripción del ADN, llevan a cabo funciones 

celulares específicas y su actividad depende totalmente de la secuencia de aminoácidos 

que los constituyen. Por lo tanto, los cambios en la secuencia de bases del ADN se 

expresarán como errores en la secuencia de aminoácidos de las proteinas y éstas no 

podrán llevar a cabo sus funciones adecuadamente o las realizarán en forma deficiente 

(Alberts y col., 1989). 

Si además consideramos que a diferencia de otras moléculas que constituyen a las 

células, el ADN no tiene la posibilidad de ser recambiado continuamente, entonces las 
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consecuencias a nivel celular por el daño inducido en el ADN son mucho más graves que 

las que se sufren por el causado en otras moléculas. Por tal razón, se ha considerado que 

el ADN es la molécula blanco más vulnerable de la célula (Sanders y Kathren, 1983). 

Cuando la radiación incide sobre el ADN se generan varios tipos de lesiones como 

son las rupturas de cadena sencilla y doble, rompimientos en los puentes de hidrógeno, 

cambios en el esqueleto azúcar-fosfato, formación de enlaces cruzados, daño en las bases 

nitrogenadas, modificación en la secuencia de las mismas, entre otras. Todas estas 

alteraciones impiden que el ADN funcione adecuadamente tanto en la síntesis como en la 

transcripción y además traen como consecuencia la producción de aberraciones y/o 

mutaciones cromosómicas (Figura 2.3.) (Kedar, 1984). 

REEMPLAZAMIENTO, DELECION 

O ADICIOM DE BASES 

1 
1 MUTACIONES GEHICAsl 

AGENTE MUTAGENICO 

FISICO O QUIMICO 

CAMBIOS ESTRUCTURALES Y/O 

NUMERICOS EN LOS CROMOSOMAS 

1 
1 ABERRACIONES CROMOSOMICAS 

Figura 2.3. Efectos genéticos de Ja exposición a mutágenos 
físicos o químicos. 
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Las mutaciones génicas son el resultado del reemplazamiento, delación o adición de 

una simple base en la secuencia normal de un gene. Las aberraciones cromosómicas se 

caracterizan por cambios en el número y/o la estructura física de los cromosomas. Estas 

implican rompimientos que provocan pérdidas o rearreglos de fragmentos cromosómicos. 

Todos los genes pueden sufrir alteraciones en forma "espontánea", pero la frecuencia de 

éstas se incrementa cuando las células se irradian o se exponen a diferentes agentes 

químicos o físicos. Cuando las mutaciones alteran la actividad del producto génico causan 

consecuencias dañinas para la célula o incluso para el organismo . 

Los daños inducidos en el ADN por radiación son susceptibles a ser corregidos 

mediante algún mecanismo intrínseco de reparación celular. Este mecanismo puede operar 

permitiendo la recuperación de la secuencia original, o bien mediante la reparación infiel 

que elimina la lesión pero produce algún cambio o alteración en la secuencia de 

nucleótidos. En el segundo caso, la mutación se fija y desencadena procesos relacionados 

con el cáncer y el envejecimiento prematuro en células somáticas principlamente, o da lugar 

a esterilidad o descendencia afectada cuando se dañan las células germinales. En algunas 

ocasiones dichas mutaciones pueden ser letales y causar la muerte celular (Figura 2.4) 

(Brusick, 1987). 

En resumen, la radiación ionizante induce cambios en el ADN dando origen a 

información alterada para la producción de proteinas y enzimas que son esenciales para 

mantener la estructura y función celular. Las principales consecuencias del daño al ADN 

por radiación son las mutaciones génicas, aberraciones cromosómicas estructurales y/o 

numéricas, intercambios en las cromátidas hermanas, micronúcleos, retardo o inhibición 

mitótica, mitosis anormal, alteración meiótica y muerte celular (Pizzarello, 1982). 
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Figura 2.4. Efectos de la radiación ionizante sobre el ADN. 
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2.1.3. Efectos Genéticos de la Radiación Ionizante sobre las Células 
Germinales. 

El estudio de los efectos de la radiación ionizante sobre las células germinales data 

de los experimentos pioneros de Heinrich Albers-Schoenberg en 1903 (citado en Sanders y 

Kathren, 1983), en los que observó esterilidad inducida en conejos y en cuyos expuestos a 

rayos X. Los machos irradiados se aparearon con hembras no expuestas a radiación y en 

ningún caso se produjeron descendientes a pesar de que no hubo pérdida de la potencia 

sexual. Los estudios histológicos revelaron azoospermia en todos los casos, siendo ésta la 

causa de la esterilidad. Posteriormente, se observaron efectos similares con diferentes 

fuentes de radiación ionizante, además de detectarse una severa atrofia testicular (Sanders 

y Kathren, 1983). Más adelante se reportó la esterilidad en humanos en individuos que 

recibieron irradiación terapéutica en la región perineal y en algunos trabajadores 

relacionados con el manejo de fuentes radiactivas (Salman, 1983). 

Años más tarde se diseñaron algunos experimentos para evaluar el efecto de la 

radiación en células germinales femeninas. Analizando los ovarios de conejas irradiadas se 

evidenció una disminución notable en el tamaño de este órgano y en el número de folículos 

de Graaf, sin lesionar considerablemente la glándula intersticial ni el cuerpo lúteo. Los 

daños inducidos por radiación en el ovario, no sólo reducen el número de ovocitos 

causando esterilidad, sino que también disminuyen la producción de hormonas sexuales 

femeninas debido a las alteraciones en la ovogénesis. De esta forma la esterilidad 

causada por radiación o el daño inducido en los ovarios puede provocar menopausia 

prematura temporal o permanente (Casare!!, 1980; Sanders, 1983). 

Desde estas primeras observaciones a la fecha se ha trabajado ampliamente en 

este campo y existe una gran cantidad de literatura al respecto. 

Algunos de los parámetros que se han utilizado para evaluar el daño inducido por 

radiación ionizante en células germinales son: 

A).- Aberraciones Cromosómicas. Las aberraciones cromosómicas más 

frecuentes son: translocaciones reciprocas, delaciones y dicéntricos, producto de 

rompimientos de cadena sencilla y doble del ADN. 

Se ha descrito que la radiación ionizante incrementa la frecuencia de 

translocaciones recíprocas (TR) en espermatogonias de varias especies de mamíferos 
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como ratones, monos y seres humanos. Las translocaciones se detectan en 

espermatocitos primarios en diacinesis o metafase 1 y la inducción es dependiente de la 

dosis (Adler y Erbelding, 1988). Sin embargo, existen diferencias en cuanto a la forma de la 

curva dosis-respuesta entre las distintas especies, por lo que se han hecho más estudios en 

relación a la inducción de TR por exposición a dosis agudas o crónicas con diferentes 

velocidades de dosis (Tobari y col., 1988). 

Pomerantseva y col. (1984) observaron que la inducción de TR por exposición a 

dosis crónicas de radiación gamma en ratón es menor que la provocada por dosis agudas. 

Además reportaron que la frecuencia de TR después de exposiciones crónicas es mayor 

cuando la velocidad de dosis es menor. Sugieren que esto tal vez se deba a: 1) cambios en 

la capacidad de reparación, o 2) reducción en la mortalidad de las espermatogonias más 

radiosensibles a bajas velocidades de dosis, con lo cual se reduce la selección de células 

dañadas. El protocolo utilizado en estos experimentos no es adecuado por que implica la 

irradiación de los organismos durante años, lo cual puede afectar la frecuencia de TR 

debido tanto a la reducción de las lesiones por reparación como a la muerte celular. 

Sin embargo, se ha reportado que en algunos primates como el mono rhesus, la 

incidencia de TR es menor al disminuir la velocidad de dosis de rayos gamma en 

exposiciones crónicas (van Buul y col., 1986). Esta reducción es mucho menor en el mono 

que la reportada en el ratón (Searle y col., 1971). Parece que las espermatogonias del 

mono rhesus son menos susceptibles a la muerte por exposición crónica a radiación 

gamma, lo cual contribuye al factor de reducción bajo observado en esta especie en 

comparación con el ratón. 

Otro dato interesante obtenido en el mono rhesus es que la relación entre 

aberraciones cromosómicas inducidas en células somáticas y germinales es de 25:1 a 1.0 

Gy y de 7:1 a 2.0 Gy. Se considera que las diferencias en el ciclo celular y en la capacidad 

de reparación pueden ser responsables de este comportamiento (van Buul, 1976). 

Asimismo, se ha determinado que la frecuencia de TR causadas por distintas dosis 

de rayos gamma en espermatogonias es menor en el mono Macaca mu/atta (rhesus) que 

en el Macaca fascicu/aris. Al evaluar el efecto de la velocidad de dosis en esta última se 

detectó que la exposición a dosis crónicas origina solo 1/10 de las TR provocadas por las 

agudas. En este sentido también existe una marcada diferencia con respecto a . M.mulalta, 

ya que no se observa efecto tan pronunciado en relación a la velocidad de dosis (Tobari y 
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col., 1988), aunque en ambas especies se han obtenido curvas de dosis-respuesta con un 

pico de frecuencia máxima alrededor de 2.0 Gy (Matsuda y col., 1984). Se ha propuesto 

que estas diferencias en la respuesta se deben a la sensibilidad de las espermatogonias 

que depende de la actividad proliferativa determinada por cambios estacionales. Se sabe 

que la espermatogénesis en M. fasciculan·s es continua durante todo el año y que no hay 

cambios en la reproducción relacionados con las estaciones anuales. Por lo tanto, en esta 

especie se irradian espermatogonias en división activa (Matsuda y col., 1985b). Sin 

embargo, existen trabajos que contradicen dicha hipótesis de influencias estacionales {Adler 

y Erbelding, 1988; van Buul, 1991). 

Los monos M. fascicu/aris muestran radiosensibilidad a la inducción de TR 

semejante a la del criceto chino, ratón, conejo y humano. Por esto se han considerado un 

buen modelo para estimar el riesgo de exposición a radiación ionizante en el hombre 

(Matsuda, 1985b; Tobari y col., 1988). 

Coogan y Rosenblum (1988) utilizaron la técnica de elución neutra para evaluar la 

respuesta genotóxica en ciertos tipos celulares específicos de la línea germinal en ratas, 

analizando la producción de rompimientos de doble cadena (RDC) por radiación gamma en 

el ADN de espermatogonias, espermatocitos proleptoténicos, espermatocitos paquiténicos y 

espermátidas. Observaron que la inducción de RDC es dependiente de la dosis en todas las 

células, siendo más sensibles las espermatogonias y los espermatocitos preleptoténicos 

que las demás células. Los distintos tipos celulares mostraron una capacidad similar para 

reparar las RDC después de 3000 rad, dicha reparación fue rápida (45 min) e incompleta 

(40%). 

8).- Modificaciones en el Complejo Sinaptonémico. 

Algunos autores han considerado que la incidencia de anormalidades estructurales 

en el complejo sinaptonémico (CS) de espermatocitos primarios en paquiteno es un 

indicador más sensible para determinar efectos de radiación que la incidencia de 

multivalentes y translocaciones recíprocas en espermatocitos primarios en diacinesis o 

metafase 1 (Baker y col., 1991). 

El número de multivalentes inducidos en espermatocitos de criceto sirio por rayos X 

fué mucho mayor en paquiteno que en diacinesis o metafase l. Estos datos apoyan la idea 

de que el análisis del CS es de gran utilidad para estudiar los efectos de diversos 
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tratamientos sobre células germinales, ya que el análisis de células en diacinesis o 

metafase pueden subestimar la cantidad del daño inducido por radiación en estas células 

(Cawood y Breckon, 1983; 1985). 

C).- Cinética de Proliferación Celular. 

Estudiando la cinética de proliferación celular en espermatogonias de ratón mediante 

el método de marcaje con BrdU in vivo, se ha determinado que la exposición a radiación X 

induce una disminución considerable en la actividad mitótica la cual es dependiente de la 

dosis. Esta reducción puede ser reflejo tanto de retardo mitótico como de muerte celular 

(Momoki y van Buul, 1982). 

0).- Malformaciones Congénitas. 

Otro parámetro utilizado para evaluar el riesgo genético de la radiación a nivel 

reproductor, es la ocurrencia de malformaciones congénitas en la descendencia de 

animales irradiados antes de la concepción. 

Kirk y Lyon (1984) reportaron que la irradiación en ratones machos, tanto en 

espermatogonias como en estados post-meióticos, causa malformaciones congénitas en la 

descendencia dependiendo de la dosis. Observaron que las espermatogonias son menos 

sensibles que las células en etapas post-meióticas. En estas últimas, se obtuvo evidencia 

de que las espermátidas tempranas son más sensibles que las tardías y que los 

espermatozoides. El tipo de anomalía más comunmente encontrado fue el enanismo y 

después malformaciones en el tubo neural. 

Datos similares fueron descritos por Nomura (1988), quien además de estas 

malformaciones, observó paladar hendido, párpado abierto y exencefalia. También 

encontró que las espermatogonias son menos sensibles a los rayos X que los 

espermatozoides y los espermatocitos primarios y en hembras los ovocitos inmaduros 

fueron más sensibles que los maduros. Las dosis de rayos X que duplica la frecuencia 

espontánea de anomalías prenatales (dosis de doblaje) fueron: 12 rad para 

espermatozoides, 27 para espermatogonias y 19 para ovocitos inmaduros. Asimismo, se 

analizó la herencia de las alteraciones en la línea germinal que causan anomalías 

fenotipicas viables y se detectó que éstas se transmiten a varias generaciones. Aunque no 
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se determinó que tipo de mutaciones son las causantes de las anomalías se sugirió que 

ciertas deleciones o inversiones cromosómicas deben estar involucradas. 

Dado que las anormalidades fenotípicas detectadas en humanos son muy 

semejantes a las reportadas en ratón, se ha considerado que la información obtenida de 

estos estudios es muy útil para evaluar el daño genético inducido en humanos. 

E).- Otros. Supervivencia celular, niveles hromonales y tasa de fertilización in vitro. 

Al estimar la supervivencia de células germinales de ratón después de diversas dosis 

de radiación ionizante por medio de cortes histológicos y técnicas citométricas, se ha 

determinado que la radiación reduce el número de células germinales en forma 

dependiente de la dosis. Sin embargo, la capacidad de regeneración de estas células en el 

epitelio seminífero es sorprendentemente elevada. Aún después de la exposición a dosis 

tan altas como 10.0 Gy, que es aproximadamente el doble de la necesaria para inducir 

esterilidad permanente en el hombre, la espermatogénesis y la fertilidad en el ratón se 

recupera (Hacker-Klom, 1985). 

van Alphen y De Rooij (1986) y van Alphen y col. (1988; 1989b) han realizado varios 

experimentos para analizar la reducción en el número de las espermatogonias del epitelio 

seminífero del mono rhesus (M. mu/atta) después de radiación X. Estos autores han 

detectado que durante los primeros 8 días después de la irradiación (0.5-4.0 Gy), hay una 

disminución gradual de las espermatogonias A pálidas (eAp), que se dividen continuamente 

y dan origen a las espermatogonias 8, mientras que el número de espermatogonias A 

obscuras (eAo), que son no proliferantes o de reserva, no cambia significativamente. Entre 

el día 8 y 14 se observó una notable reducción en el número de las eAo junto con un 

aumento en las eAp. Estos datos indican que las eAo en reposo se activan entre los días 8 

y 14 hacia eAp y después ambas decrecen continuamente hasta el día 44 en el que ya 

desaparecen totalmente del epitelio seminífero. 

Las espermatogonias tipo 8 son más sensibles que las A ya que durante los 

primeros 4 días después de la irradiación se mueren rápidamente y sólo sobreviven algunas 

cuando son irradiadas con dosis menores a 0.5 Gy (van Alphen y De Rooij, 1986). También 

notaron que los niveles de ciertas hormonas como la folículo estimulante (FSH) y la 

luteinizante aumentan después de la irradiación, mientras que la testosterona permanece 

constante. Este mismo efecto fue observado en ratas por Pinon-Lataillade y col. (1991). Se 

postuló que la FSH tiene un efecto radioprotector asumiendo que dispara la transformación 
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de espermatogonias Ao en Ap (van Alphen y col., 1988). Tal vez la radiosensibilidad de las 

espermatogonias del mono rhesus está relacionada con su baja actividad proliferante (van 

Alphen y col., 1989a). 

También se ha considerado importante estudiar la tasa de fertilización in vitro con 

espermatozoides de organismos irradiados. En este sentido, Matsuda y col. (1985a) 

analizaron la frecuencia de óvulos fecundados in vitro por espermatozoides obtenidos 

semanalmente (1·9 semanas) del epididimo de ratón después de irradiación testicular con 

200 rad de rayos X. Observaron que el número de huevos fertilizados permanece constante 

(90-98%) hasta la cuarta semana; entre ésta y la sexta semana la tasa de fertilización 

declina drásticamente hasta alzanzar el nivel más bajo (30-50%) y de ahí se va recuperando 

hasta la octava semana. Esta tendencia se evidenció independientemente de la 

concentración de espermatozoides utilizada. Los resultados indican que el estadio más 

sensible a la radiación X en términos de la capacidad para fecundar del esperma es la 

espermatogonia tardía o el espermatocito primario. Al notar que la reducción en la tasa de 

fertilización no pudo compensarse aumentando la concentración de espermatozoides, se 

sugirió que dicho efecto no depende tanto del número, sino de la proporción de 

espermatozoides con anormalidades morfológicas o defectos que alteren la capacidad para 

fertilizar. 

2.2. LOS ICH COMO INDICE DE DAÑO GENETICO 

Uno de los parámetros utilizados para la evaluación del daño genético inducido por 

ciertos agentes físicos y químicos es el intercambio en las cromátidas hermanas (ICH). 

Este evento citogenético se detecta en cromosomas metafásicos cuyas cromátidas 

se puedan teñir en forma diferencial. La producción de los ICH involucra rompimientos y 

reuniones de doble banda entre las moléculas de ADN de las cromátidas hermanas de un 

mismo cromosoma. 

La primera evidencia directa del ICH fue obtenida por Taylor (1957) con la ayuda de 

técnicas autorradiográficas en células de Bellevalia romana. Permitiendo la duplicación de 

los cromosomas por un ciclo en presencia de timidína tritiada (3Hdt) seguido por un ciclo en 

un medio sin ésta, observó que los cromosomas presentaban una cromátida marcada y otra 

sin marca. Asimismo, detectó que frecuentemente se presentaban alteraciones en el 

marcaje de los cromosomas de segunda división, ya que algunos fragmentos de la 
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cromátida marcada se intercambiaban con la no marcada y visceversa. Este métodO 

autorradiográfico no constituyó un sistema adecuado para determinar la frecuencia de ICH 

debido a su resolución limitada y al requerimiento de (3Hdt) que induce ICH per se. 

Posteriormente, Latt (1973) desarrolló otra técnica que se basa en la incorporación 

del análogo de base 5-bromo-2'-desoxiuridina (BrdU) durante al menos el primero de dos 

ciclos de división y la tinción con un colorante fluorescente bibenzimida 33258 Hoechst. 

Dado que el átomo de bromo del análogo reduce la fluorescencia del colorante, al analizar 

las preparaciones en el microscopio la cromátida sustituida bifilarmente se observa opaca 

mientras que la sustituida unifilarmente se observa brillante. Esta alternativa constituyó una 

técnica de alta resolución, sin embargo tiene la desventaja de que la fluorescencia se 

desvanece rápidamente. 

Las técnicas para detectar ICH se han modificado a través del tiempo y en la 

actualidad se utiliza más la técnica de fluorescencia más Giemsa. Esta consiste en la 

incorporación de BrdU durante al menos el primero de dos ciclos replicativos, el tratamiento 

de los cromosomas con algún colorante fluorescente, luz negra y finalmente la tinción con 

Giemsa. De esta forma se obtienen cromosomas teñidos diferencialmente en forma 

permanente que facilitan la detección de los ICH con el microscopio óptico (Perry y Wolff, 

1974) (Figura 2.5). 

Existen varias formas para administrar la BrdU in vivo, como la aplicación de 

inyecciones intraperitoneales múltiples (Allen y Latt, 1976b). infusiones subcutáneas (Pera y 

Mattias, 1976). intravenosas (Schneider y col., 1976) o por implantación de una tableta 

(Allen y col., 1977; King, 1982). Morales-Ramirez y col. (1984b) desarrollaron otro método 

alternativo que consiste en la inyección intraperitoneal del análogo adsorbido a carbón 

activado. Este procedimiento además de ser más sencillo y rápido, ha permitido lograr una 

clara diferenciación entre las cromálidas hermanas tanto de espermatogonias como de 

células de la glándula salival y de la médula ósea. Los resultados obtenidos con este 

sistema son prácticamente iguales a los reportados con implantación de la tableta (Madrigal­

Bujaidar y Sánchez-Sánchez, 1991). con la ventaja de ser más sencillo. 

Se sabe que los ICH ocurren con una frecuencia basal determinada para cada tipo 

celular. En ratones de la cepa Balb/c; el valor más bajo se ha obtenido en espermatogonias 

(1.7 ICH/célula). el más alto en células de la glándula salival (5.6 ICH/célula) y las células de 

la médula ósea presentan frecuencias basales intermedias (3.5 ICH/célula) (Morales­

Ramírez y col., 1984b). Existe evidencia de que la BrdU requerida para la diferenciación de 
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las cromátidas hermanas es responsable directa o indirectamente del valor basal. Se han 

hecho estimaciones de la frecuencia espontánea de ICH y ésta ha resultado igual a 0.15 

ICH/cel/ciclo, la cual es sustancialmente menor que la basal (Morales-Ramirez y col. , 1987). 

Cromoeoma AON 
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Figura 2.5. Visualización de /os intercambios en /as cromátidas 
hermanas (/CH) producidos en células de la primera y/o 

segunda división. 

Se ha demostrado que agentes químicos con díversas formas de accíón tienen la 

capacidad de inducir ICH en varios sistemas. Entre ellos se encuentran la mitomicina C 

(MMC), metilmetano sulfonato (MMS), etilmetano sulfonato (EMS), ciclofosfamida (Perry y 

Evans, 1975; Morales-Ramirez y col., 1980;1984b), afidilcolina, adriamicina, fluorocromo 

33258 Hoescht, mostaza nitrogenada, mostaza de quinacrina, 4-nitroquinolina-1-oxido 
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(Perry y Evans, 1975); porfiromicina, decarbamoil mitomicina C (Carrano y col., 1979); 

hidroxiurea, 1-D-arabinofuronasil y citosina (lshii y Bender, 1980). 

Los agentes físicos que inducen ICH son: luz ultravioleta (Wolf y col., 1974), luz azul 

fluorescente (Kato, 1977), ultrasonido (Liebeskind, 1979), calor (Kato, 1980), luz visible 

(Schvartzman y Gutiérrez, 1980) y radiaciones ionizantes (Abramovsky, 1978; Fornance y 

col., 1980; Renault, 1982; Morales-Ramírez y col., 1983, 1984a, 1988). 

2.2.1. La Radiación Ionizante como Agente Inductor de ICH 

Perry y Evans (1975) observaron que la dosis que duplica la frecuencia basal de ICH 

(dosis de doblaje) en células CHO (4.0 Gy) induce incrementos de 20 veces sobre la 

frecuencia basal de aberraciones cromosómicas y consideraron que la radiación ionizante 

no es un buen inductor de ICH o que las lesiones producidas se reparaban rápidamente. 

No obstante, Morales-Ramírez y col. (1983) detectaron incrementos significativos en 

la frecuencia de ICH en células de médula ósea de ratón con su ADN unifilarmente 

sustituido con BrdU, expuestas a dosis tan bajas como 0.12 Gy. La dosis de doblaje 

calculada fue de 0.4 Gy que es 10 veces menor que la reportada por Perry y Evans en 

1975. Se ha considerado que no es adecuado utilizar la dosis de doblaje como criterio de 

comparación para evaluar los efectos de la radiación en diversos tipos celulares cuando las 

frecuencias basales de ICH son totalmente distintas. Asi por ejemplo, la frecuencia basal en 

médula ósea in vivo es de 3.6 !CH/célula, mientras que la de células CHO in vi/ro es de 12.2 

ICH/célula, es decir 3 veces mayor que la primera. Incluso resulta menos recomendable 

aún la comparación de la dosis de doblaje para sistemas en los que se evalúan parámetros 

con frecuencias basales muy diferentes tales como ICH y aberraciones cromosómicas (0.05 

/célula). 

Existen varios estudios que demuestran que la radiación ionizante es capaz de 

inducir aumentos significativos sobre la frecuencia basal de ICH en varios tipos celulares 

tanto in vitro (Abramovsky y col., 1978) como in vivo (Uggla y Natarajan, 1983; Chao y 

Rosenstein, 1984; Morales-Ramírez y col., 1983, 1984a). Este incremento en la frecuencia 

de ICH puede provocarse tanto en células con su ADN sustituido o no con BrdU (Perry y 

Evans, 1975; Morales-Ramírez, 1984a; b). Incluso Littlefield y col. (1979) al no detectar 

aumentos en la frecuencia de ICH en linfocitos humanos irradiados in vitro en etapa Go con 
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dosis de 150-300 rad de rayos gamma, suponen que Ja inducción de JCH por radiación 

ionizante reportada en células con su ADN sustituido con BrdU, se debe al efecto aditivo de 

la misma. 

Se ha observado que Ja presencia de oxígeno eleva en mayor proporción Ja 

frecuencia de aberraciones cromosómicas que Ja de ICH causados por radiación gamma en 

células de Vicia faba. Estos datos aunados a la observación de que el oxígeno produce un 

mayor número de rompimientos de cadena sencilla que de bases dañadas por exposición a 

rayos X, permiten concluir que Jos ICH se ocasionan por alteraciones en las bases más que 

por rompimientos de cadena sencilla (Andersson y col., 1981). AJ comparar Ja cinética de 

producción de ICH y aberraciones cromosómicas inducidos por rayos X, se sugirió que Ja 

formación de ambos eventos es independiente. Por otro lado, Abramovsky y col. (1979) 

detectaron formación de JCH en linfocitos humanos cultivados e irradiados con rayos 

gamma a dosis de 25-200 rad tanto en G1 como en G2. siendo mayor en la primera etapa. 

Morales-Ramírez y col. (1983, 1984a), han determinado que Ja radiación gamma 

puede originar ICH tanto en células con su ADN sustituido con BrdU como en aquellas cuyo 

ADN no ha incorporado dicho análogo. Sin embargo, reportaron que Ja BrdU sensibiliza al 

ADN respecto a Ja inducción de JCH por radiación gamma. Los mismos autores han 

obtenido evidencia de que Ja lesión provocada por radiación gamma que produce ICH en 

células de Ja médula ósea de ratón in vivo antes de la incorporación de BrdU, es estable y 

no fácilmente reparable persistiendo al menos por 8 ciclos celulares después de Ja 

radioexposición (Morales-Ramírez y col., 1984a). En 1988 reportaron que Ja radiación 

gamma causa lesiones capaces de originar ICH en el mismo locus en divisiones celulares 

sucesivas (Morales-Ramírez y col., 1988). 

En general, se puede decir que Ja formación de JCH por radiación depende de varios 

factores como son: el sistema de prueba, dosis de radiación, dosis de BrdU, experimentos 

in vivo o in vitro, etapa del ciclo celular al momento de irradiar, etc., Jos cuales deben ser 

tomados en cuenta para Jos diseños experimentales. 
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2.3. LAS ESPERMATOGONIAS COMO MODELO EXPERIMENTAL 

Las espermatogonias son células que pertenecen a la línea germinal y que por sus 

características tan particulares y por la trascendencia del tejido al que pertenecen, han 

constituido un modelo relevante para el estudio del riesgo genético de mutágenos 

potenciales. Son las células precursoras de los gametos masculinos, provienen de células 

germinales primordiales que en cierta etapa de la embriogénesis migran hacia la gónada y 

posteriormente cuando el organismo alcanza la madurez sexual se diferencian, sufriendo 

varias divisiones mitóticas y una meiótica, dando origen finalmente a los espermatozoides 

(Figura 2.6). 
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Figura 2.6. Espermatogénesis en rata. (Cameron y col., 1971) 

Las espermatogonias se encuentran en la membrana basal de los túbulos 
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seminiferos y se dividen constantemente. Se han distinguido 3 tipos principales de 

espermatogonias en mamíferos: las de tipo A, las intermedias y las de tipo B; éstas se 

distinguen con base en la morfología y tinción del núcleo {Cameron y col., 1971). 

De las espermatogonias B se originan los espermatocitos primarios en los que se da 

la sintesis premeiótica del ADN y no vuelve a haber replicación en etapas posteriores de la 

espermatogénesis. La profase del espermatocito primario, a diferencia de la del 

secundario, comprende varias etapas: preleptóteno, leptóteno, cigóteno, paquíteno, 

diplóteno y diacinesis; durante esta etapa ocurre la sinapsis de cromosomas homólogos y el 

entrecruzamiento por medio de la formación del complejo sinaptonémico. 

El espermatocito primario sufre la primera división meiótica dando origen a dos 

espermatocitos secundarios, cada uno de los cuales rápidamente pasa la segunda división 

meiótica formando dos espermátidas haploides. Posteriormente éstas se diferencian 

mediante la espermiogénesis originando los espermatozoides que se liberan hacia el lumen 

del túbulo seminifero completando el ciclo (Monesi, 1962; Kofman-Alfaro y Chandley, 1970; 

Cameron y col., 1971). 

La duración de la espermatogénesis varia dependiendo de la especie, pero el 

promedio general es de 4 a 7 semanas. Las espermatogonias tipo A persisten durante todo 

el ciclo, las que comienzan a pasar a intermedias y las B permanecen menos de la mitad del 

mismo. 

La sensibilidad de las células germinales masculinas con respecto a ciertos 

mutágenos, depende de la etapa en la que éstas se encuentren al momento de la 

exposición. Algunos datos con agentes quimicos que actúan en etapas pre y/o post­

meióticas de las células germinales, indican que los estadios premeióticos son más 

resistentes a la inducción de mutaciones (Brusick, 1987). 

A diferencia de las células somáticas, las mutaciones provocadas en las células 

germinales pueden persistir en la población si no son letales y trasmitirse a través de 

generaciones sucesivas. De tal forma, las nuevas mutaciones en cada generación 

subsecuente se suman a aquellas causadas en generaciones anteriores. Las únicas 

mutaciones que no persisten son las letales dominantes y aquellas que producen esterilidad 

en los individuos afectados. El tiempo de persistencia de una mutación en las poblaciones 

humanas es por lo general inversamente proporcional a la severidad de la misma (Brusick, 

1987). 

Otra situación muy peculiar por la ubicación del tejido germinal es la protección 
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conferida por barreras morfológicas que dificultan o impiden el acceso de ciertas sustancias 

hacia él evitando sus efectos adversos (Figura 2.7). 

Figura 2. 7. Barreras celulares y compartimientos del epitelio 
germinal. (Modificado de Russell, 1990) 
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Una sustancia que llega a dañar el genoma de los gametos masculinos, debe lograr 

el acceso hacia las células germinales pasando por diferentes vías complejas para poder 

ejercer sus efectos (Russell, 1990). 

Para que una sustancia que está presente en la sangre llegue a las células 

germinales, debe atravesar primero la pared capilar y llegar al compartimiento intersticial en 

los testículos, transportarse entre las células perivasculares de Leydig y algunas otras 

células del intersticio como macrófagos, penetrando el espacio sinusoidal presente entre las 

células intertubulares y los túbulos seminíferos. Traspasar la membrana exterior de los 

túbulos seminíferos no es tan complicado, ya que las células endoteliales de los mismos 

parecen encimarse y aparentemente no hay uniones fuertes que impidan el paso de ciertos 

materiales. Entre estas células endoteliales y la lámina basal interna, existe una o varias 

capas de células mioides poligonales que forman una barrera importante (Russell, 1990). 

Una vez que la sustancia ha cruzado la lámina basal interna y se encuentra en el 

compartimiento basal dentro de los túbulos seminíferos, tiene acceso directo a las células 

de Sertoli y tal vez a las células germinales inmaduras como espermatogonias y 

espermatocitos. Las células de Sertoli poseen estructuras especializadas en su superficie 

que funcionan como receptores de ciertas sustancias; además constituyen complejos 

Sertoli-Sertoli fuertemente unidos que conforman barreras especiales. Pasando el 

compartimiento basal se localiza el adluminal en el que se acumulan las espermátidas y los 

espermatozoides (Dym y Fawcett, 1970). 

Además de las barreras que pueden impedir el acceso de ciertas sustancias, el peso 

molecular y la solubilidad de las mismas juegan un papel determinante en la penetración 

(Russell, 1990). 

Muchos investigadores han utilizado este modelo para el estudio del efecto 

mutagénico tanto de agentes físicos como químicos (Cuadros 2.1 y 2.2). 
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Cuadro 2.1 Inducción de da1io por agentes físicos e11 células germinales. 

Aeentes Físicos Indice de Daño Autores y Año 

Radiación gamma Aberraciones cromosómicas, Pomerantseva y Vilkina, 1974; van 

rompimientos dobles y sencillos Buul, 1976; Pomerantseva y 

del ADN y mutaciones letales Ramaija, 1984; Pomcrantscva y 

dominantes. col., 1984; Matsuda y col., 

1984;1985b; van Buul y col., 1986; 

Adler y Erbelding, 1988; Coogan y 

Rosenblum, l 988;Tobari y col., 

1988. 

Radiación X Reducción en la cantidad de van Buul, 1976; Momoki y van 

células, malfommcioncs Buul, 1982; van Buul y Léonard, 

congénitas, aberraciones 1984; Kirk y Lyon, 1984; Matsuda 

cromosómicas, alteraciones en el y col., l 985a; van Alphen y De 

complejo sinaptonémico, Rooij, 1986; van Buul, 1986; van 

cinética de proliferación y Alphen y col., 1988; van Alphen y 

fertilización in vi/ro. col., 1989a; b; van Buul, 1991; 

Backer v col.. 1991. 
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Cuadro 2.2. ltiducción de da1io por age11tes químicos en células germinales. 

A11.entes Químicos Indice de Daño Autores y Año 

Etanol Micronúcleos, aberraciones Tates y Natarajan, 

cromosómicas. 
1976. 

Ciclofosfamida Aberraciones cromosómicas Rathcnbcrg, 1975; 

Miltenburger v col., 1981. 

Mitomicina C Aberraciones cromosómicas. Manyakay 

Schleiennachcr, 1973. 

Adriamicina, Metotrexato, Muerte celular y alteraciones Meistrich y col., 1982. 

Procarbazina y morfológicas. 

Actinomicina 

Procarbazina,Mitomicina Número de descendientes. Ehling, 1980. 

Cy 

Busulfan. 

Ciclofosfamida, Intercambios en las Cromátidas Allcn y Latt, l 976a; b; 

Mitomicina C, Hermanas (ICH). Palitti y col., 1982; 

Mctilmctano sulfonato, Abraham y Franz, 1983; 

4NQ-JO, Blcomicina, Ren-Li y col., 1988. 

Procarbazina, Adriamicina 

v 11.osiool 

Al hacer comparaciones del efecto que causan algunos mutágenos en células 

germinales y somáticas, se ha reportado que las espermatogonias son menos susceptibles 

de sufrir daño que las células de médula ósea y bazo (Tates y Natarajan, 1976; Miltenburger 

y col., 1981; Palitti y col., 1982). 
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2.3.1. Inducción de ICH en Espermatogonias 

Particularmente se ha demostrado que diversos mutágenos quimicos son capaces 

de incrementar la frecuencia de ICH en espermatogonias. Por ejemplo, Allen y Latt (1976 a; 

b) utilizando el método de inyecciones múltiples de BrdU, determinaron que la frecuencia 

basal de ICH en espermatogonias aumenta por efecto de la ciclofosfamida y de la 

mitomicina C. Con ambos agentes se observó que la inducción de ICH es dependiente de 

la dosis y por arriba de cierto limite, el número de metafases para analizar se reduce 

considerablemente. Los resultados sugieren que estos fármacos son capaces de atravesar 

las diferentes barreras que protegen a las espermatogonias y dañar el ADN de las mismas. 

También se determinó que tanto las frecuencias basales como las causadas por los 

agentes alquilantes son mayores en células de médula ósea que en las espermatogonias. 

Con el objeto de comparar la sensibilidad relativa de las espermatogonias con 

células de bazo y médula ósea de ratón suizo albino, Palitti y col. (1982) analizaron tanto la 

frecuencia basal como la inducida por ciertos mutágenos quimicos en los tres tejidos. Estos 

autores reportaron que no hubo diferencia significativa en cuanto a los valores basales en 

los tres tipos celulares; pero las frecuencias se incrementaron notablemente por efecto de 

los compuestos quimicos siguientes: ciclofosfamida (CF), mitomicina C (MMC), metilmetano 

sulfonato (MMS), 4-nitroquinolina-1-oxido (4NQO) y bleomicina (Ble). Sin embargo, dicho 

aumento fue menor en espermatogonias que en los otros tejidos, lo cual implica que son 

menos sensibles que las otras células a la producción de ICH por estos mutágenos o que 

los agentes externos no tienen acceso tan fácilmente a ellas. Estos resultados fueron 

observados igualmente en ratones de la cepa NMRI tratados con CF a diferentes 

concentraciones (King y col., 1982). 

También Abraham y Franz (1983) detectaron la alta potencialidad de CF y MMC para 

inducir ICH en espermatogonias con respecto a otros compuestos quimioterapéuticos como 

procarbazina y adriamicina. Al comparar las dosis de los agentes utilizados en dicho 

estudio con las que se administran a los humanos durante tratamientos de quimioterapia, se 

determinó que las dosis de los fármacos citostáticos que causan incrementos significativos 

de ICH en espermatogonias de ratón son muy semejantes a las que reciben los pacientes. 

Por esta razón es tan importante evaluar la genotoxicidad que puede provocarse en 

células germinales antes de cada administración. El aumento observado en la frecuencia 

de ICH por CF y MMC en estos experimentos en espermatogonias, es menor que el 

reportado en médula ósea de ratones de la misma cepa C57B1/6 (Nakanishi y Schneider, 
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1979). 

Asi mismo, se ha utilizado este modelo para valorar el efecto de anticonceptivos de 

uso masculino, el gosipol es uno de éstos y se ha demostrado que a dosis clínicas no eleva 

la frecuencia de ICH ni de micronúcleos por encima de la basal, pero por arriba de éstas 

aumenta el número de ambos indicadores de daño. La dosis mínima de gosipol que 

incrementó significativamente la frecuencia de ICH fue de 12 mg/kg/día en espermatogonia, 

mientras que para médula fue de 4 mg/kg/día. El aumento detectado se relaciona 

directamente con la dosis administrada. A pesar de que en estos experimentos se utilizaron 

cantidades mayores que las empleadas clínicamente, no se puede negar la posibilidad de 

que el gosipol dañe el material genético de los pacientes. Dadas las características de este 

agente, no se aconseja su uso por períodos prolongados y es recomendable dejar pasar 2 ó 

3 meses para la concepción después del tratamiento (Ren-Li y col., 1988). 

2.4. REDUCCION DEL DAÑO INDUCIDO POR RADIACION: 
RADIOPROTECCION 

Dado que las poblaciones humanas se encuentran expuestas a diferentes fuentes 

de radiación, tanto naturales como artificiales, desde hace varias décadas se comenzó a 

investigar la posibilidad de protegerse contra los daños inducidos por éstas. 

Cualquier sustancia que se administra antes de la exposición a radiación y que 

atenúa o evita los efectos dañinos de la misma, se considera como un radioprotector. Los 

objetivos principales del estudio de la modificación del daño por radioprotectores son: 1) 

Conferir protección a los individuos que se encuentren expuestos a radiación; 2) Proteger a 

los tejidos normales durante las terapias de irradiación de tejidos malignos y 3) Ampliar el 

conocimiento sobre los mecanismos de inducción de daño por radiación (Pizzarello, 1982). 

Se han hecho una gran cantidad de experimentos en relación a la capacidad 

radioprotectora de varias sustancias de diversa índole, no obstante la mayoría parece tener 

efectos tóxicos a las dosis más efectivas. Sin embargo, se ha logrado obtener bastante 

información sobre los mecanismos involucrados tanto en la producción del daño como en la 

disminución del mismo. 

Los compuestos que se han analizado tienen diferente capacidad radioprotectora, la 

cual depende en parte de sus características físico-químicas y de otros factores como la 

dosis de radiación, la ruta y tiempo de administración, el animal de experimentación y el 
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tiempo de exposición. Los radioprotectores más comunes son sustancias químicas que se 

han estudiado ampliamente y se han dividido en cinco grupos principales (Pizzarello, 1982): 

1) Aminotioles. Son compuestos con grupos NH2 y SH, como la cisteina, cisteamina, 

díhidrobromuro de aminoetil-isotiourea (AET) y 2-mercaptoetilguanidina (MEG) entre otros. 

Las aminas con grupos sulfhidrilos son fuertes agentes reductores y capturadores de 

radicales libres, éstas han sido objeto de numerosas investigaciones por su alta capacidad 

radioprotectora. 

2) Otros compuestos con azufre. Algunos de los más efectivos son tiourea, tiouracilo, 

ditiocarbamato, ditioxamidas, tiazolinas, sulfóxidos y sulfonas. 

3) Agentes Farmacológicos. Algunos agentes como el alcohol etílico confieren protección 

contra la radiación X en ratones, tal vez debido a la depresión respiratoria que a su vez 

produce hipoxia. Ciertos analgésicos como la morfina y la heroina y varios tranquilizantes 

como la reserpina incrementan la LD50 y el porcentaje de supervivencia celular en ratones. 

4) Algunas Biomoléculas. Otras biomoléculas como la dopamina, histamina, serotonina, 

epinefrina, acetil colina y algunas hormonas tienen determinado valor radioprotector. 

5) Otros Agentes Radioprotectores. El cianuro, ATP, AMP, fluoroacetato de sodio, para­

aminopropiofenona y endotoxinas, también proporcionan diferentes grados de 

radioprotección. 

De los agentes mencionados, ·e1 grupo de los aminotioles es el que se ha estudiado 

con mayor detalle dada su gran capacidad radioprotectora. 

Se ha reportado que la cisteamina y la cisteina son más efectivas que los alcoholes 

(etanol y metano!) para proteger contra la inducción de anillos y dicéntricos por radiación 

gamma en linfocitos humanos (Sasaki y Matsubara, 1977). 

Asimismo, el porcentaje de supervivencia de células de riñón humano cultivadas in 

vitro es mayor cuando las células son irradiadas en presencia de cisteamina que en 

condiciones de anoxia (Vergroesen y col., 1967). Evaluando el mismo parámetro, Sato y 

col. (1970) detectaron que la cisteamina es un radioprotector más efectivo que la 2-
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mercaptoetilguanidina en células Hela. 

En células de criceto chino la cisteamina tiene un efecto protector contra la 

producción de mutaciones y lesiones letales (Pitra y col., 1977) y reduce las aberraciones 

cromosómicas y el retardo mitótico causados por radiación (Yu y Sinclair, 1970). 

Igualmente, la cantidad de rompimientos de cadena sencilla y doble inducidos por radiación 

en células endoteliales de corteza cerebral de rata, se reduce notablemente en presencia 

de cisteamina (Cerda y Rosander, 1983). 

Abramovsky y col. (1978) reportaron que la L-cisteina tiene acción protectora contra 

la inducción de ICH por rayos X en linfocitos humanos in vitro y que también incrementa la 

viabilidad celular especialmente a dosis por arriba de 100 rads. 

En un estudio previo se observó que la administración intraperitoneal de cisteamina 

en ratones, antes de la exposición a radiación gamma, protege a las células de la médula 

ósea contra la producción de ICH en forma dependiente de la dosis. Sin embargo, no se 

observó efecto sobre otros parámetros como tiempo generacional promedio, rupturas 

cromosómicas e índice mitótico. Dado que la cisteamina es un capturador de radicales 

libres, se sugirió que la inducción de ICH es causada por los radicales libres originados por 

el efecto indirecto de la radiación (Mendiola-Cruz y Morales-Ramírez, 1989). 

2.4.1. Mecanismos de Radloprotección. 

Se han propuesto diferentes mecanismos de acción para los compuestos que 

contienen grupos sulfhidrilo (SH). Uno de ellos, considera que estos grupos inactivan a los 

radicales libres que se forman por la radiolísis del agua, al combinarse con ellos se evita 

que reaccionen dañando a otras moléculas blanco como el ADN (Roots y Okada, 1972). 

La producción de hipoxia por estos compuestos puede ser otro factor importante en 

la radioprotección. Asimismo, se ha considerado la posibilidad de que el grupo SH proteja 

químicamente a través de un enlace disulfuro, a las proteinas que son esenciales para las 

funciones celulares (Sasakí y Matsubara, 1977). 

En células de hígado de ratón se observó que algunos compuestos SH reducen el 

porcentaje de síntesis de ADN, por lo que se ha propuesto que esta situación podría dar 

más oportunidad para la reparación del daño al haber más tiempo antes de la duplicación 

(Mítzneg y Sabel, 1973). También se sugiere que posiblemente reducen los rompimientos 

de cadena sencilla del ADN por rayos X, mediante una reacción de reparación a través de la 

transferencia de H+ a la porción de azúcares dañados (Lafleur y col., 1980). 
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2.4.2. Radloprotecclón en Células Germinales. 

Es de particular importancia la radioprotección que pueda ser conferida a las células 

reproductoras para evitar daños en generaciones futuras. Uno de los criterios más usados 

en este aspecto durante los primeros años de estudio de los compuestos radioprotectores, 

fue analizar el efecto sobre la fertilidad de los organismos o sobre la viabilidad de su 

descendencia (Pizzarello, 1982). 

Se ha observado que la inyección de cisteamina o cistamina protege a ratones 

hembra contra la esterilidad radioinducida. El número de camadas obtenidas de ratonas 

inyectadas con cisteamina o cistamina previo a la irradiación, es 2.8 ó 1.7 veces mayor 

respectivamente, que el logrado de las hembras irradiadas sin tratamiento radioprotector 

(Rugh y Wolff, 1957). 

Al evaluar la acción de la cisteamina contra las mutaciones inducidas por rayos X en 

espermatozoides de ratón, se determinó que cuando el padre es tratado antes de la 

irradiación, se obtiene un considerable decremento (75%) en la tasa de muerte 

postimplantación con respecto al grupo no tratado. Además, el número de embriones vivos, 

implantaciones/hembra, implantaciones totales y hembras preñadas es casi igual entre el 

grupo tratado con cisteamina e irradiado y el grupo testigo sin irradiar (Lüning y Frolen, 

1961). 

El tratamiento con AET o mercapto-etilamina en ratones machos reduce 

significativamente la frecuencia de translocaciones reciprocas inducidas por rayos X en la 

primera fase meiótica de la espermatogénesis (Sarkovic y Pecevski, 1974). 

Diversos protectores como el gamafos, citafos y cistamina, disminuyen la frecuencia 

de mutaciones letales dominantes en espermatocitos de ratón causadas por rayos gamma 

(Pomerantseva y Ramaija, 1984). 

Desafortunadamente, algunos de estos compuestos resultan citotóxicos a las dosis 

más efectivas. Se ha reportado en diferentes sistemas que dicha toxicidad imposibilita el 

uso de algunos agentes como radioprotectores en humanos, ya que pueden inhibir el 

crecimiento celular (Eker y Phil, 1964), provocar ciertos tipos de aberraciones (Nasjleti y 

Spencer, 1969), ICH y poliploidias (Speit y Vogel, 1982). 

Se ha asumido que la toxicidad de los compuestos tioles puede ser causada por los 

productos de su oxidación, ya que la adición de agentes reductores disminuye la toxicidad 

de los mismos (McRae y Stich, 1979). 

Con el afán de encontrar agentes radioprotectores menos tóxicos, se organizó en 

EUA un programa de desarrollo de drogas radioprotectoras derivadas principalmente de la 
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cisteamina. Uno de los primeros compuestos estudiados fue el S-2-(3-aminopropilamino) 

etilfosforotioato (WR-2721) (derivado tiofosfatado de la cisteamina), que es un efectivo 

protector contra el daño inducido por radiación, y que además de ser menos tóxico que la 

cisteamina confiere mayor protección a los tejidos normales que a los tumorales (Yuhas y 

Yurconic, 1977). Se ha observado que este agente protege significativamente contra la 

reducción de espermatogonias A causada por radiación gamma en ratón suizo albino 

(Jaimala y col., 1984). Asimismo, se ha reportado que el pretratamiento con WR-2721 baja 

la frecuencia de translocaciones recíprocas (TR) en espermatocitos primarios con una factor 

de reducción de 2.4. Este agente resultó más efectivo que algunas mezclas como ATP­

AET-serotonina (Benova, 1986a; b). 

También se han hecho experimentos con este tipo de agentes en células germinales 

femeninas. Se ha caracterizado cuantitativamente la capacidad de compuestos como WR-

1065, WR-255591, WR-151326 entre otros, para proteger a las células de ovario de criceto 

chino in vitro contra la inducción de lesiones al ADN y muerte celular por radiación gamma. 

En dichos estudios, se observó que la mayoría de estos aminotioles eleva 

considerablemente la supervivencia celular al estar presentes durante la irradiación. 

Asimismo, reducen de manera dosis-dependiente la eficiencia con que la radiación gamma 

induce rompimientos de cadena sencilla y doble. Sin embargo, el nivel de protección 

detectado para rupturas siempre fue menor que el encontrado para supervivencia celular. 

Se sugiere que la radioprotección no sólo ocurre por la disminución uniforme de los niveles 

iniciales de distintas lesiones al ADN causadas por radiación gamma. Tal vez ciertos tipos 

particulares de daño, que son cruciales para la supervivencia celular, son preferencialmente 

evitados por estos agentes (Murray y col., 198Ba; b; 1990). 

En general, se puede decir que el futuro de la radioprotección es aún incierto, pero 

el continuo estudio de diversos agentes radioprotectores sigue proporcionando información 

sobre los mecanismos de inducción de daño por radiación y protección contra el mismo. 
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2.4.3. Clorofilina. 

2.4.3.1. Características generales 

La clorofilina es un compuesto derivado de la clorofila, cuya estructura 

química consiste de un anillo tetrapirrólico que contiene puentes dobles conjugados 

y un metal al centro (Newmark, 1987). Es un pigmento semejante a la hemina, 

biliverdina y protoporfirina; incluso su estructura es similar a la del grupo hemo que 

tiene estructura de porfirina con un Mg al centro y una cola hidrofóbica. 

Mediante la hidrólisis alcalina de la clorofila se sustituyen los grupos metil y 

fitil por algún metal como sodio, cobre o potasio y las sales que se forman son las 

metaloclorofilinas, que pueden aún contener magnesio (Kurk, 1962) (Figura 2.8). 

H 
CH3 CH3 

'¡Hz 
'iHz CHz-COONa 
COO-Na 

CLOROFILA a CLOROFILINA 

Figura 2.8. Estructura química de la clorofila y de la clorofi/ina 
cuprisódica. (Newmark, 1987) 

Estas sales de color verde-azul obscuro son altamente solubles en agua y en 

· alcohol. El espectro infrarrojo de la clorofilina muestra la ausencia del grupo 
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carbonilo y del anillo ciclopentano (que existe en la clorofila), sin embargo en el 

espectro de absorción visible se notan características en común con la clorofila. 

Particularmente, la aparición de una absorción máxima pronunciada a 688 nm, es 

análoga a la observada en los espectros de absorción de soluciones concentradas 

de clorofila-a. Esta característica es atribuida a la formación de dímeros de carbono 

en la estructura porfirinica (Oster y col., 1964). 

El alto grado de resonancia y la deslocalización de electrones en la molécula 

de clorofilina, sugieren que puede ser un capturador efectivo de radicales libres 

(Simic, 1988). 

2.4.3.2. Antecedentes 

Dada la semejanza estructural de la clorofilina con el pigmento de la sangre 

(hemoporfirina), se comenzó a utilizar este compuesto como agente terapéutico en 

ciertos tipos de anemia. En estas primeras investigaciones, se observó que la 

administración oral de la clorofilina a conejos anémicos aceleró la regeneración de 

células sanguíneas y elevó eficazmente los niveles de hemoglobina en pacientes 

anémicos (Kephart, 1955). Se pensó que el organismo podría utilizar substancias 

pirrólicas preformadas para la producción de hemoglobina. 

Asimismo, se estudió la acción de la clorofilina sobre la presión sanguínea de 

sujetos normales e hipertensos. Se evidenció que la administración oral de la 

clorofilina regula la presión arterial en pacientes hipertensos sin causar efectos 

tóxicos. Esta acción se relaciona con la capacidad para reducir la arteriosclerosis 

(Kephart, 1955). 

También se demostró. que la clorofilina sódica disminuye el tiempo de 

coagulación en el sangrado de individuos normales, lo cual podría tener aplicaciones 

clínicas en el tratamiento del síndrome hemorrágico (Buttitta, 1946). 

Por otro lado, se comenzó a estudiar el efecto de la clorofilina sobre el 

crecimiento celular in vitro. Smith y Sano (1944) reportaron que la adición de 

clorofilina (0.05 - 0.5%) al medio de cultivo de fibroblastos embriónicos, provocó una 

respuesta inmediata de crecimiento eliminando el período de latencia (que dura de 6 

a 18 hrs). Esta capacidad de estimulación del crecimiento pudo mantenerse 

añadiendo clorofilina al medio cada 48 h. 
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Con base en esta propiedad, la clorofilina se empezó a utilizar para acelerar 

la cicatrización de heridas y quemaduras de la piel con buenos resultados (Kephart, 

1955). 

Krasnikova (1973) hizo un estudio detallado de la actividad mitótica inducida 

por clorofilina en heridas de la piel de ratones sin pelo. Observó un incremento en la 

división celular en el epitelio de la herida y zonas vecinas. A los 21 días del 

tratamiento, el indice mitótico fue 5 veces mayor que en el epitelio intacto. Bajo la 

influencia de la clorofilina, la curación de la herida procedió de manera usual pero 

más rápidamente. Es decir que no se detectaron diferencias estructurales en el 

tejido. 

Otra propiedad interesante de la clorofilina es su capacidad para interferir con 

el desarrollo de algunos microorganismos como ciertos hongos filamentosos (El­

Nakeeb y Yousef, 1974). 

Se ha establecido que la administración continua intravenosa de clorofila-a 

en pacientes con pancreatitis crónica ayuda a disminuir el dolor abdominal, la 

náusea y el vómito y los niveles de amilasa en orina se reducen hasta los valores 

normales. Algunos medicamentos que inhiben la actividad de la tripsina se han 

usado ampliamente en el tratamiento de la pancreatitis. La clorofila-a como tal no 

tiene efecto inhibidor de la tripsina, sin embargo se ha probado que la clorofilina in 
vitro si inhibe la actividad de la tripsina y de algunas otras proteasas. Dado que la 

clorofilina surge como el resultado de cambios químicos en la molécula de clorofila, 

se asume que esta reacción se da en el organismo y que contribuye notablemente 

en el tratamiento clínico de pancreatitis. Dado que la clorofilina no es antigénica, 

tiene ventajas como agente terapéutico en relación a otros medicamentos (Oda y 

col., 1971). 

Se ha descrito que la clorofilina cupri-sódica (Cu-Cl-Na) tiene acción 

protectora contra la peroxidación lipídica de microsomas y mitocondrias del hígado 

de rata. La peroxidación lipídica provoca la destrucción de biomembranas y deprime 

sus funciones. Esta misma reacción está involucrada en ciertos procesos 

degenerativos como el envejecimiento, la arteriosclerosis, el daño hepático, entre 

otros. Se sugiere que la clorofilina se absorbe en el hígado y se distribuye en forma 

activa entre mitocondrias, microsomas y fracciones solubles, funcionando como 

antioxidante y confiriendo protección contra los procesos de desintegración 
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peroxidante (Sato y col., 1984). 

La clorofilina se ha utilizado ampliamente en el tratamiento y cuidado de 

pacientes geriatricos, dadas sus propiedades desodorantes y laxantes (Young y 

Beregi, 1980). 

Es importante resaltar que en la mayoría de los trabajos mencionados no se 

detectaron efectos tóxicos inducidos por la clorofilina. 

Posteriormente se comenzaron a observar y estudiar las propiedades 

antimutagénicas y radioprotectoras de la clorofilina. 

2.4.3.3. Efecto antimutagénico y radioprotector de la 
clorofilina 

Se ha demostrado que la clorofila es el compuesto responsable de la mayor 

actividad antimutagénica de ciertos extractos vegetales (Lai y col., 1980; Kimm y 

col., 1982). 

La clorofilina, siendo un derivado estable de la clorofila, de fácil manejo y de 

baja o nula toxicidad, posee una capacidad antimutagénica efectiva contra gran 

variedad de compuestos mutágenos y carcinógenos tanto de acción directa como 

indirecta (Ong y col., 1986). 

Incluso se ha reportado que la clorofilina puede ser más eficiente que los 

extractos de clorofila para inhibir la actividad mutagénica de ciertos compuestos. 

Resulta importante mencionar que la viabilidad celular no se ha visto afectada por 

clorofila ni por clorofilina (Lai, 1979; Lai y col., 1980). Se ha propuesto que ambos 

pigmentos podrían usarse en la prevención de oncogénesis (Kimm y col., 1982). 

Arimoto y col. (1980a;b) y Katoh y col.(1983) detectaron que algunos 

pigmentos biológicos como la hemina, biliverdina y clorofilina inhiben la 

mutagenicidad inducida por derivados de la pirrólisis de amino ácidos y por algunos 

hidrocarburos aromáticos policíclicos en células de mamífero V79 in vitro. Dado que 

la hemina y biliverdina se encuentran en el cuerpo humano y la clorofilina en plantas, 

se asume que varios sistemas biológicos son protegidos por componentes 

endógenos contra los riesgos muta-carcinogénicos ambientales. 

Al evaluar el efecto de varios compuestos presentes en la dieta sobre la 
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mutagenicldad inducida por el benzo(a)pireno (B(a)P) y el humo concentrado del 

cigarro en Sa/monel/a, Terwel y Van der Hoeven (1985) observaron que la clorofilina 

es una de las sustancias que reduce considerablemente la inducción de mutaciones 

por dichos compuestos. Con experimentos semejantes, Ong y col. (1986; 1989) 

han determinado que la clorofilina inhibe eficientemente las mutaciones inducidas 

por una variedad de mutágenos conocidos como el B(a)P, 3-metilcolantreno, 

aflatoxinas, 2-aminoantraceno y MNNG; y de agentes químicos potencialmente 

peligrosos que se encuentran en el ambiente, como el humo del cigarro, emisiones 

de motores diesel, polvo de carbón y en mezclas complejas de la dieta como carne 

frita, jugo de uva, pimienta negra, vino tinto, etc. Se ha observado que la clorofilina 

es un antimutágeno más efectivo que el retino!, el p-caroteno y las vitaminas C y E. 

Utilizando el ensayo de transformación morfológica en células de mamífero 

(Balb/3T3), los mismos autores demostraron que la clorofilina inhibe la actividad 

transformante de los mutágenos mencionados anteriormente. Este efecto es dosis­

dependiente y no se debe a inhibición del crecimiento de las células transformantes 

(Ong y col., 1994). 

Hadnagy y Seemayer en 1988, reportaron que la clorofilina inhibe 

significativamente la frecuencia de ICH inducida por partículas contaminantes del 

ambiente en linfocitos humanos in vitro. 

La mayoría de los experimentos que se han diseñado para evaluar las 

propiedades antimutagénicas de la clorofilina se han realizado in vitro con diferentes 

sistemas. Sin embargo, también se han hecho algunos trabajos en sistemas in vivo. 

Por medio de la prueba de manchas en la alas de Drosophila, se demostró 

que tanto la clorofila como la clorofilina inhiben las mutaciones somáticas inducidas 

por Trp-P-2 (una amina heterociclica mutacarcinogénica que se encuentra en 

algunos alimentos cocinados y en fluidos corporales de pacientes urémicos) (Negishi 

y col., 1989). Asi mismo, reduce el número y proporción de mutaciones letales 

recesivas ligadas al sexo inducidas por dimelil nitrosamina (Rodriguez-Arnaiz y 

Zimmering, 1989). 

Se ha observado que el tratamiento oral con clorofilina reduce la frecuencia 

de aberraciones cromosómicas inducidas por algunos mutágenos en células del 

epitelio colónico de ratas in vivo (Robins y Nelson, 1989). 

Esta misma actividad de la clorofilina se evidenció en relación al efecto 
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clastogénico de algunos carcinógenos en células de la médula ósea de criceto 

chino. En comparación con el B-caroteno, la clorofilina ha mostrado un efecto 

anticlastogénico más potente contra la inducción de todo tipo de aberraciones 

cromosómicas (Renner, 1985; 1990). 

Recientemente Dashwood y col. (1991) reportaron que la clorofilina tuvo una 

potente actividad antimutagénica contra la aflatoxina 81 y 2 aminas heterociclicas 

activadas por el sistema de metabolización del hígado de trucha en Sa/monel/a. De 

igual manera, estos autores han diseñado varios experimentos para estudiar algunas 

propiedades antimutagénicas de la clorofilina evaluando el metabolismo, 

farmacocinética y cinética de unión de algunos mutágenos con el ADN de diferentes 

células en presencia y ausencia de este pigmento tanto in vivo como in vitro. Los 

resultados obtenidos han sido la base para explicar varios aspectos relacionados 

con el mecanismo de acción de la clorofilina (Dashwood y col., 1991; Dashwood, 

1992; Dashwood y Gua, 1992; Dashwood y Liew, 1992). 

Dada la actividad antimutagénica y anticarcinogénica de la clorofilina, por sus 

características quimicas como antioxidante y captadora de radicales libres, por su 

alta solubilidad y baja toxicidad, se comenzó a especular sobre la posibilidad de que 

también tuviera propiedades radioprotectoras. 

Hasta el momento, se ha estudiado poco con respecto a la capacidad de la 

clorofilina para atenuar o inhibir los efectos genotóxicos de la radiación ionizante. 

Con los experimentos realizados por Zimmering y col. (1990) se observó que 

el tratamiento con clorofilina previo a la exposición de las larvas de Drosophila a 

radiación gamma, redujo a un 50% la frecuencia de manchas sencillas tanto grandes 

como pequeñas e inhibió 100% la inducción de manchas gemelas en las alas de los 

individuos adultos. Estos resultados muestran la capacidad de la clorofilina para 

reducir la frecuencia de mutaciones somáticas originadas por radiación gamma, 

actuando como radioprotector. En dicho trabajo no hay evidencia directa para 

eliminar la posibilidad de que la reducción encontrada haya sido el resultado de la 

inhibición del crecimiento celular provocado por clorofilina. Sin embargo, ese 

proceso deberia ser altamente selectivo y existen datos en relación al efecto nulo de 

la clorofilina sobre el crecimiento celular (Ong, 1986; 1994). Además las dosis 

usadas del compuesto no presentaron efectos tóxicos. 

También se ha notado que las levaduras (Saccharomyces cerevisiae) 
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expuestas a radiación X en presencia de clorofilina tienen un mayor porcentaje de 

supervivencia y menor frecuencia de mutaciones (Bronzetti y col., 1990). 

Recientemente, Morales-Ramirez y Garcia-Rodriguez (1994) realizaron un 

trabajo para determinar si la clorofilina tiene propiedades radioprotectoras respecto a 

los cambios causados en la frecuencia de ICH, indice mitótico (IM) y tiempo 

generacional promedio (TGP) por radiaición gamma en células de la médula ósea de 

ratón in vivo. Se observó que efectivamente el tratamiento con clorofilina disminuye 

en forma dependiente de la dosis la frecuencia de ICH inducida por radiación. 

Igualmente, este tratamiento evita la reducción en el IM que causa la radiación. 

También encontraron que la clorofilina per se acorta el TGP, pero no tiene efecto 

sobre la frecuencia basal de ICH ni sobre el IM. Se sugirió que el mecanismo de 

acción de la clorofilina es por medio de la captura de radicales libres. 

El conjunto de resultados son congruentes a favor de la actividad 

antimutagénica y radioprotectora de la clorofilina y apoyan la posibilidad de su uso 

para reducir los efectos de la exposición de poblaciones humanas a ciertos agentes 

genotóxicos. 

2.4.3.4. Mecanismos de acción de la clorofilina como 
antimutágeno y radioprotector 

Con base en los resultados que se han obtenido respecto a las propiedades 

antimutagénicas y radioprotectoras de la clorofilina, se ha tratado de elucidar cual es 

el mecanismo mediante el que este compuesto puede ejercer su acción. 

Al parecer el mecanismo es complejo y probablemente la clorofilina actúa de 

diferentes maneras dependiendo del agente mutagénico, sistema de prueba, dosis, 

ensayo in vivo o in vitro, etc. Se han propuesto varias hipótesis en relación a este 

aspecto. 

1) Efecto sobre Enzimas. Kimm y col. (1982) y Terwell y van der Hoeven 

(1985) detectaron que la clorofilina tiene un efecto mayor contra mutágenos 

indirectos que contra los de acción directa, usando la prueba de Ames con 
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Salmonella y la fracción S9. Ellos sugirieron que la clorofilina interviene 

inhibiendo la función de las enzimas del sistema de activación metabólica. 

Aunque no se descartó la posibilidad de que pueda actuar directamente sobre el 

mutágeno para inactivarlo químicamente. Ambos mecanismos ya se habían 

postulado anteriormente para compuestos con estructura química semejante, 

como la porfirina, la hemina y sus metabolitos biliverdina y bilirrubina (Arimoto y 

col., 1980a; b). 

En otros trabajos realizados in vivo se ha reportado que la clorofilina afecta 

diferentes enzimas intra y extracelulares. La administración intraperitoneal de 

clorofilina en ratas evita efectivamente el deterioro de las funciones 

microsómicas hepáticas que resulta de la peroxidación lipídica inducida por el 

ácido ascórbico. Se consideró que este efecto es un reflejo de la actividad 

antioxidante de la clorofilina (Sato y col. 1984). Además, la clorofilina disminuye 

e inhibe la actividad de las enzimas hepáticas microsómicas que forman parte 

del sistema de metabolizaclón de drogas o genotoxinas. Entre estas enzimas se 

encuentran la aminopirina N-demetilasa, anilina-hidrogenasa y NADPH­

citocromo c-reductasa (lmai y col., 1986). 

También se sabe que la clorofilina inhibe la actividad de varias proteasas 

incluyendo la tripsina, quimiotripsina, pepsina y elastasa (Oda y col., 1971). 

2) Captura de Radicales Libres. Por otro lado, se ha propuesto que la 

clorofilina actúa atrapando o capturando radicales libres que pueden ser en gran 

parte responsables de los efectos genotóxicos de varios agentes (Kimm y 

col.,1982; Sato y col., 1984; Ong, 1986; 1989; Robins y Nelson, 1989; Warner, y 

col., 1991). 

El efecto antioxidante de la clorofilina durante la peroxidación de lípidos in 

vivo probablemente se deba a su acción como atrapador de radicales libres 

(Sato y col., 1984). 

Para elucidar el mecanismo mediante el cual la clorofilina reduce la inducción 

de ICH por contaminantes ambientales en linfocitos, Hadnagy y Seemayer 

(1988), hicieron algunos experimentos midiendo la producción de 

quimioluminiscencia en fagocitos polimorfonucleares (PMN). Observaron que la 

quimioluminiscencia causada por forbol-13-acetato en leucocitos PMN, se 
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reduce de manera dependiente de la dosis de clorofilina. Estos resultados 

indican que la clorofilina inactiva radicales oxigeno, como 02, H202 y OH-, que 

deben estar involucrados en la formación de ICH, rupturas en las cadenas del 

ADN, mutaciones y juegan un papel importante en la iniciación y promoción de 

tumores (Troll y Weisner, 1985). 

Bronzetti y col. (1990) detectaron que las levaduras expuestas a rayos X en 

presencia de clorofilina, mostraron mayor porcentaje de supervivencia y menor 

frecuencia de mutación puntual reversa, propusieron que este compuesto actúa 

como capturador de radicales libres, apoyando las hipótesis anteriores. 

Este es el mecanismo que se ha sugerido para explicar las propiedades 

radioprotectoras de la clorofilina en células de la médula ósea de ratón (Morales­

Ramirez y García-Rodríguez, 1994), al igual que para otros radioprotectores 

(Mendiola-Cruz y Morales-Ramírez, 1989). 

3) Formación de Complejos. Dada la estructura química de la molécula de 

clorofilina, se considera que la facilidad de ésta para formar complejos por la 

unión de mutágenos a su anillo tetrapirrólico, explica en parte el mecanismo del 

proceso antimutagéníco (Newmark, 1987). Se ha explicado que la clorofilína 

ejerce su efecto antimutagénico bloqueando o capturando al mutágeno, en su 

configuración metabólicamente activa o inactiva, por medio de una reacción 

química nucleofílica dando origen a un producto inocuo (Merita y col., 1978; 

Arimoto y col., 1980a; b; Negishi y col., 1989; Bronzetti y col., 1990). 

Negishi y col. (1989) detectaron por espectrofotometria que el mutágeno Trp­

p-2 y la clorofilina pueden interactuar en un medio acuoso originando un 

complejo. 

Dashwood y col. (1991; 1992) han realizado varios experimentros para 

ahondar en el mecanismo de acción de la clorofilina. Al analizar sus 

propiedades antimutagénicas, utilizando como índice la unión del mutágeno 

aflatoxina-81 (AFB1) con el ADN hepático en trucha arcoiris in vivo, estos 

autores determinaron que dicho enlace disminuye conforme aumenta la dosis de 

clorofilina administrada conjuntamente con el mutágeno en la dieta. Estos 

resultados apoyan la idea de que la clorofilina interactúa directamente con el 

mutágeno reduciendo su distribución al órgano blanco. Se infiere que el sitio de 
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inhibición es en el tracto digestivo y que la clorofilina puede ser un potente 

inhibidor de la hepatocarcinogénesis inducida por AFB1 (Dashwood y col., 

1991). 

Posteriormente, observaron que la co-incubación in vitro de clorofilina con IQ 

(2-amino-3-metil imidazo [4,5-f]-quinolina) atenúa significativamente la unión del 

mutágeno al ADN. Con la adición de clorofilina al medio la absorbancia de IQ 

decae en el pico de 264 nm de manera dependiente de la dosis, lo cual da 

evidencia de la formación de un complejo estable no covalente entre la 

clorofilina e IQ (Dashwood y Guo, 1992). 

También observaron que la tasa del metabolismo de IQ se redujo 

notablemente en presencia de clorofilina. Esta interferencia en el metabolismo 

puede darse por inhibición de enzimas de activación o disminuyendo la 

concentración del sustrato efectivo por interacción directa con IQ formando un 

complejo molecular. Se sugirió que el mecanismo inhibidor de la clorofilina debe 

involucrar una interacción IQ-CL que aminora la biodisponibilidad del mutágeno 

(Dashwood, 1992). 

Posteriormente observaron que el tratamiento con clorofilina in vivo reduce la 

cantidad de IQ recuperada en hígado de rata y disminuye la unión IQ-ADN como 

se había evidenciado anteriormente. Asimismo, se demostró claramente que la 

clorofilina al 1 % en agua de beber aumenta el total de dosis del mutágeno 

excretado en orina y heces, evitando asi su absorción y favoreciendo su 

eliminación (Dashwood y Liew, 1992). 

El conjunto de estos resultados apoyan la hipótesis de que la clorofilina actúa 

como antimutágeno o molé~ula interceptora, interactuando directamente con el 

mutágeno formando complejos y disminuyendo su interacción y distribución en 

órganos blanco (Dashwood y Guo, 1992; Dashwood y Liew 1992). 

2.4.3.5. Toxicidad 

Dadas las posibles aplicaciones de la clorofilina como agente terapéutico, 

antimutagénico y radioprotector se ha considerado de gran importancia determinar 

los efectos tóxicos colaterales que se pudieran producir. 

Desde los primeros estudios, se observó que la administración oral, 
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intraperitoneal, intravenosa, intramusllar o subcutánea de clorofilina por vario~ 
dias, a dosis equivalentes a 1-2 g en {onejos, 100 mg en perros y 100-800 mg en 

humanos, no produjo efectos tóxicos collaterales (Kephart, 1955). 

Con algunas pruebas de toxici1ad se determinó que la inclusión de 3% de 

clorofilina en la dieta de las ratas albinas a lo largo de su vida no dió indicios de 

toxicidad en diversos aspectos. Lo ant+ior se basó en las siguientes observaciones: 

1) La tasa de crecimiento, supervivencia, fertilidad y los factores sanguíneos y 

urinarios fueron normales. 2) No se det~ctó patología macro ni microscópica durante 

la necropsia. 3) No se manifestó toxit'dad metálica {por el Cu de la molécula de 

clorofilina) en hígado, riñón ni bazo y 4 No ocurrió fotosensibilización por aplicación 

intraperitoneal o local (Harrison y col., 1 54). 

De estos primeros trabajos a la echa se ha acumulado bastante información 

que apoya la inocuidad de la clorofilina.1 

Se ha observado que el uso de la clorofilina a dosis terapéuticas en 

pacientes con diferentes padecimientos no tiene consecuencias colaterales. Asi por 

ejemplo, la administración de clorofilina f°r diferentes vias, a dosis de 100 mg 2 ó 3 

veces al día en pacientes geriátricos, o.T5 mg/día en pacientes con pancreatitis, 0.8-

1.5 g/día en pacientes hipertensos, 700 mg/día en pacientes anémicos y 100 mg/día 

en pacientes cancerosos, no produce ~fectos tóxicos secundarios ní desencadena 

reacciones antigénicas (Oda y col. 1971 I Young y Beregi, 1980). 

En estudios de antimutagénesis je ha obtenido evidencia de que la clorofilina 

no inhibe el crecimiento celular de Sa!mdnella thyphimurium en diversos medios (Lai, 

1979; Kimm y col., 1982; Ong y col., ~986; 1989; 1994), ni de células Balb/3T3 

cultivadas in vitro (Ong y col., 1994).¡ Tampoco disminuye la viabilidad de S. 

cerevisiae (Bronzetti y col., 1990); ni indu e citotoxicidad en células V79 (Katoh y col., 

1983), Drosophi/a (Negishi y col., 1989), células del epitelio colónico de ratas (Robins 

y Nelson, 1989), cultivos de S. thyphiJurium (Warner y col., 1991) ni en células 

hepáticas de trucha arcoiris (Dashwood J col., 1991). 

44 



3. O B J E T 1 V O S 

3.1. OBJETIVO GENERAL: 

El objetivo general de este trabajo de investigación fue estudiar el efecto de la 

clorofilina sobre la frecuencia de Intercambios en las Cromátidas Hermanas (lCH) inducida 

por radiación gamma, en espermatogonias de ratón in vivo con su ADN sustituido y no 

sustituido con BrdU. 

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES: 

3.2.1. Analizar el efecto de la exposición a diferentes dosis de radiación gamma 

sobre la frecuencia de ICH. 

3.2.1.1. Determinar el efecto de la radiación gamma sobre la 

frecuencia de ICH, antes de la incorporación de BrdU en el ADN. 

3.2.1.2. Detectar el efecto de la radiación gamma sobre la frecuencia 

de ICH, después de la incorporación de BrdU en el ADN. 

3.2.2. Analizar el efecto del pretratamiento con clorofilina sobre la frecuencia de ICH 

inducida por radiación gamma. 

3.2.2.1. Determinar el efecto de la clorofilina sobre los daños inducidos 

por radiación gamma que se manifiesten como ICH en espermatogonias cuyo 

ADN no se encuentre sustituido con BrdU al ser irradiadas. 

3.2.2.2. Detectar el efecto de la clorofilina sobre la inducción de ICH 

por radiación gamma en espermatogonias radiosensibilizadas mediante la 

incorporación de BrdU previa a la irradiación. 
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4. M A T E R 1 A L E S Y M E T O O O S 

4.1. ANIMALES. En estos experimentos se utilizaron ratones machos de la cepa Balb/c de 

2 a 3 meses de edad y de 30 ± 2 g. de peso. Los ratones fueron reproducidos en el bioterio 

de Radiobiología del lnstituo Nacional de Investigaciones Nucleares y mantenidos en jaulas 

de plástico con cama de aserrín, bajo condiciones controladas de temperatura, humedad y 

períodos de luz-oscuridad. Fueron alimentados con comprimidos Purina Chow para 

roedores y agua ad Jibitum. 

4.2. PROTOCOLOS. Se usó un grupo testigo por cada grupo experimental, con un mínimo 

de 3 ratones en cada uno. En algunas ocasiones los experimentos se realizaron por 

duplicado. 

Al grupo testigo se le administró bromodesoxiuridina (BrdU) al tiempo cero, 

colchicina a las 53 h y se sacrificó por dislocación cervical a las 56 h para la cosecha de 

células. 

Para analizar el efecto de la exposición a radiación gamma sobre la frecuencia de 

ICH en espermatogonias antes o después de la incorporación de BrdU, se incluyeron 

además del testigo no tratado, grupos expuestos a diferentes dosis de radiación gamma, 1 

h antes o 26 h después de la inyección de BrdU, dependiendo del protocolo (Figura 4.1). 

Para estudiar la capacidad radioprotectora de la clorofilina tanto en las 

espermatogonias irradiadas antes de la incorporación de BrdU como después de la misma, 

se incluyó además del testigo, un grupo tratado solo con clorofilina, otro con radiación y los 

grupos experimentales a los que se les administró clorofilina por lo menos 4 h antes de la 

irradiación. Estos ensayos se realizaron irradiando antes o después de la incorporación de 

BrdU por un ciclo de división (Figuras 4.2 y 4.3 ). 

Posteriormente los diferentes grupos experimentales fueron tratados de la misma 

forma que el grupo testigo. 
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GRUPO TESTIGO: 

~~~0~~~-/1~~~-c-~~ 
BrdU 

(0.8 mg/g 
de peso) 

GRUPO IRRADIADO ANTES DE BrdU: 

~-!~~~~/!~~~~~ 
Rad. gamma BrdU Colchicina ·: Cosecha 
(0.75 GyJ (0,8 mglg (7.5 'uglg. 

de peso) de ·pesol_>, 

GRUPO IRRADIADO DESPUES DE BrdU: 

BrdU 
(0.8 mg/g 

de peso) 

26 

Rad. gamma 
(0. 75 GyJ 

53 

fcoíchii:iná':·· 
.. C7:s,Íi9/9 . 

de peso? 

Figura 4.1. Protocolos para la evaluación del efecto de la 
radiación gamma sobre la frecuencia de /CH en 

esperrnalogonias de ratones Balb!c. 
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GRUPO TESHGO: 

1/ 53 56h ------/;-----
BrdU Colchicina Cosecha 

(0 .8 mg/g (7. 5 µglg 
de peso) de peso) 

GRUPO IRRADIADO ANTES DE BrdU: 

____ -_1 _____ ~//----s3 ___ s6_h 

Rad. ganvna BrdU Colchicina Cosecha 
(0. 75 Gyl C~08 p~~~~ C~0 5 p~~~~ 

GRUPO TRATADO CON CLOROFILINA ANTES DE BrdU: 

---4~~~-"--~~/!~~~~~ 
CIÓrofi 1 ina BrdU Colchi Cina' 

C10C/200 µglg (0.8 mg/g C7.5 µglg :·· 
de peso} de peso) de· peso> 

GRUPO TRATADO CON CLOROFILINA E IRRADIADO ANTES DE BrdU: 

-4 -1 I I 53 ------k----C loro f i 1 ina Rad. ganvna BrdU · Colcl1icina, 
(1001200 µglg C0.75 Gyl C0.8 mglg C7.5 µgfg 

de peso) de peso) de peso) 

Figura 4.2. Protocolos para la evaluación de la clorofilina 
como radioprotector en espermatogonias de ratones Balb/c 

irradiados antes de la incorporación de BrdU al ADN. 
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GRUPO lESTIGO; 

__ 0 ___ ¡¡ 53 . 56 .h 
,·, . ·,'. ... 

BrdU 
C0.8 mg/g 

de peso) 

Colchicina éoséi:ha 
C7~5'.µg/g:'· 
d~ p~so )_«,,-

GRUPO IRRADIADO DESPUES DE BrdU: 

0 26 •53 56h 
~~~~~~~µ~~~-

B r d U Rad. gamma Coié:hicina Cosecha 
(0.8 mg/g (0.75 Gyl C7.5 ;ig/g 
de peso} d.e peso~ 

GRUPO TRATADO COH CLOROFILIHA DESPUES DE BrdU: 

__ o_· -//--22 _____ 11 _____ 53 __ 5_6_h_ 

BrdU Clorofi 1 ina Colchicina Cosecha 
(0. e mg/g 
de peso) 

( 100/200 µg/g C7. 5 µg/g 
de peso) de peso) 

GRUPO TRATADO COH CLOROFILIHA E IRRADIADO DESPUES DE BrdU: 

0 22 26 53 56 h 
~-~~~~~~~~~-

B r d U Clorofi 1 ina Rad. gamma Colchicina Cosecha 
(0.8 mg/g 

de peso) 
(100/200 µg/g (0,75 Gyl C7.5 µg/g 
de peso) de peso) 

Figura 4.3. Protocolos para la evaluación de la clorofilina como 
radioprotector en espermatogonias de ratones Balb/c 

irradiados después de la incorporación de BrdU al ADN. 
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4.3. ADMINISTRACION DE BrdU. Los ratones fueron anestesiados con éter e inyectados 

intraperitonealmente (ip) con una suspensión de BrdU, previamente adsorbida a carbón 

activado de entre 250-300 mallas (Morales-Ramírez y col., 1984b), a una dosís de 0.8 mg 

de BrdU/g de peso, la cual se determinó en ensayos preliminares como la óptima para 

obtener una diferenciación adecuada (Morales-Ramírez y col., 1989). 

4.4. IRRADIACION. La irradiación de los ratones se efectuó en una fuente VicK Rad 

(60co) que presentaba una velocidad de dosis de 2.6 Gy/min aproximadamente. La dosis 

de radiación recibida fue confirmada mediante dos1metros termoluminiscentes TLD-200 (4 

cristales/dosimetro) que se colearon en la región genital durante la irradiación. 

Las dosis de radiación a que se expusieron los ratones antes o después de la 

incorporación de BrdU se seleccionaron considerando datos obtenidos en médula ósea 

(Morales-Ramirez y col., 1983; 1984a). De la dosis inicial aplicada se calculó el doble para 

el siguiente experimento y así sucesivamente. Sin embargo, no se pudieron aplicar dosis 

mayores a 1.0 Gy debido al alto porcentaje de muerte celular que dificultaba el análisis de 

ICH. Las dosis de exposición en ambos protocolos son similares y las diferencias entre 

ellas se deben a variaciones propias de la dosimetría y del dispositivo para irradiar. 

Para la determinación del efecto de la clorofilina sobre la inducción de ICH antes o 

después de la incorporación de BrdU, se seleccionó la dosis de 0.75 Gy que inducía 

incrementos significativos en la frecuencia de ICH sin afectar considerablemente el índice 

mitótico. 

4.5. ADMINISTRACION DE CLOROFILINA. La clorofilina se administró en solución acuosa 

por vía intraperitoneal a dosis de 100 ó 200 µg/g de peso. Estas se eligieron con base en 

los resultados logrados en médula ósea (Morales-Ramirez y García-Rodríguez, 1994). 

4.6. ADMINISTRACION DE COLCHICINA. La colchicina se administró subcutáneamente en 

solución acuosa a una dosis de 7.5 µg/g de peso 3 h antes de la cosecha de células. En 

experimentos anteriores se demostró que esta concentración es la óptima para obtener 

buena cantidad de espermatogonias en metafase (Morales-Ramírez y col., 1989; Cruz­

Vallejo y col., 1991). 
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4.7. OBTENCION DE ESPERMATOGONIAS Y PREPARACION DE LAMINILLAS. 

Básicamente se utilizó el método de Yamamoto y Kikuchi (1978) con algunas 

modificaciones (Figura 4.4). Una vez sacrificados los ratones por dislocación cervical, se 

extrajeron ambos testículos, se les quitó Ja túnica albugínea y se cortaron los túbulos 

seminíferos en fragmentos pequeños, éstos se lavaron varias veces con PBS para eliminar 

Jos espermatozoides y células meióticas. Posteriormente se incubó el tejido en 20 mi de 

una solución de tripsina al 0.1 % en solución libre de calcio/magnesio y ácido etilendiamino 

tetra-acético (EDTA) a 37ºC con 30 ciclos de agitación por minuto durante 5 min. Se 

colectó el tejido disgregado, eliminando Jos fragmentos que no se separaron y se centrifugó 

8 min a 2000 rpm. Se eliminó el sobrenadante y el precipitado se lavó varias veces con una 

solución de EDTA, se centrifugó nuevamente y el paquete celular se resuspendió en 10 mi 

de KCI 0.075 M y se mantuvo en incubación a 37ºC durante 5 min dejando sedimentar. El 

sobrenadante se recuperó y se centrifugó a 500 rpm 5 min para obtener el paquete celular, 

el cual se resuspendió en 0.5 mi de sobrenadante y se fijó durante 3 períodos de 5 min e/u 

con 8 mi de fijador Carnoy (ácido acético - metanol, 1 :3). La suspensión celular en fijador 

se goteó sobre portaobjetos limpios colocados sobre una placa de hielo y se flamearon al 

mechero. 

4.8. TINCION DIFERENCIAL DE LAS CROMA TIDAS HERMANAS. La tinción diferencial de 

las cromátidas hermanas se llevó a cabo mediante el método fluorescencia más Giemsa 

(FPG) de Perry y Wolf (1974) modificado por Goto y col. (1975). Las laminillas se cubrieron 

con 6 gotas de una solución de Hoechst 33258 (5 µg/ml) en amortiguador fosfato-citrato (pH 

7.0), se les colocó un cubreobjetos y se mantuvieron en la oscuridad 10 min. 

Posteriormente se colocaron en un caja de petri con amortiguador fosfato-citrato de sodio, 

bajo una lámpara de luz negra durante 60-90 min. Se lavaron con agua destilada y se 

incubaron en una solución de cloruro de sodio-citrato de sodio (0.03 M) a 60ºC en baño 

maria durante 5 min. Finalmente se ·lavaron con agua destilada a 60ºC y se tiñieron con 

Giemsa al 10% en amortiguador fosfatos durante 15-20 min. 

4.9. ANALISJS. Para determinar la frecuencia de ICH se analizaron 30 metafases bien 

diferenciadas por ratón. 

4.10. ESTADISTICA. Para el análisis de significatividad respecto al grupo testigo se usó la 

prueba de Dunnett para comparaciones múltiples con muestras de diferentes tamaños 

(Cheung y Holland, 1992), y la t de student para comparar las diferencias entre los grupos 
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irradiados y los pretratados con clorofilina, utilizando un programa para computadora 

personal desarrollado por Camps y col. (1993). Se consideraron diferencias significativas 

con una a = 0.01 (Dunnett) y p < 0.01 (t student). 

INYECCION DE COLCHICINA 

C7.5 µg/g) 

FRAGMENTACION DE LOS TUBULOS 
SEMINIFEROS Y LAVADO CON PBS 

CENTRIFUGAC!ON DEL 
SOBRENADANTE 

j 
FIJACION DEL BOTON CELULAR 
CON METANOL:ACIDO ACETICO 

(3: 1) 

SACRIFICIO POR DISLOCACION 
CERVICAL 

l 
EXTRACCION DE 
LOS TESTICULOS 

INCUBACION CON TRIPSINA AL 
0.1% a 37°C EN AGITACION 

DURANTE 5 mi n 

l 
TRATAMIENTO CON SOLUCION 
HIPOTONICA KCI (0.07SM) 
DURANTE IS min a 37°C 

1 PREPARACION DE LAMINILLAS 1 

1 POR GOTEO EN FRIO Y FLAMEADO 

Figura 4.4. Método de Yamamoto y Kikuchi (1978) para la 
obtención de espermatogonias en metafase 
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5. R E S U L TA D O S 

5.1 EFECTO DE LA RADIACION GAMMA SOBRE LA FRECUENCIA DE 
ICH EN ESPERMATOGONIAS ANTES DE LA INCORPORACION DE 
BrdU. 

En la Tabla 5.1 se puede apreciar que en los tres grupos de ratones expuestos a 

diferentes dosis de radiación gamma antes de la incorporación de BrdU, se produjo un 

incremento en la frecuencia de ICH con relación al testigo. La diferencia entre la frecuencia 

basal y la inducida por radiación fué estadísticamente significativa con la prueba de Dunnett 

(a.= 0.01) tanto con la dosis mayor equivalente a 1.0 Gy, como con las demás dosis de 0.49 

y 0.27 Gy. 

TABLA 5.1 

RADIACIONy ICH/CEL. INCREMENTO AICH/Gy N 

(Gv\ x ±D.E. A 

0.00 1.4 ± 0.1 o.o o.o 11 

0.27 1.9 ± 0.2. 0.5 1.8 4 

0.49 2.0±0.2. 0.6 1.2 4 

1.00 2.4 ± 0.2. 1.0 1.0 3 

Incremento (A) = ICH/célula (experimental) - ICH/célula (testigo) 

A ICH/Gy = Eficiencia de Inducción. 
por ratón. 

N = Número de ratones por grupo, 30 células analizadas 

• Diferencia significativa respecto al testigo (a. = 0.01), Prueba de Dunnett para comparaciones 
múltiples con grupos de diferentes tamaños. 
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En los grupos irradiados con 0.27, 0.49 ó 1.0 Gy se observaron incre~entos de 0.5, 

0.6 y 1.0 !CH/célula respectivamente. La eficiencia de inducción en cada caso fue de 1.8, 

1.2 y 1.0 ICH/Gy 11 

Estos resultados muestran que la frecuencia de ICH en espermatogpnias aumenta 

en relación a la dosis de radiación. En la Gráfica 5.1 se aprecia la curva dosis respuesta 

cuya relación es descrita por la ecuación lineal: y = 0.99 x + 1.47, ajustada por mínimos 

cuadrados con un coeficiente de correlación r = 0.93 según el método de yenega-Carrillo 

(1989) usando un programa de computación desarrollado por Camps y col. (1993). No 

obstante que el coeficiente de correlación es aceptable, se observa ciertJ tendencia de 

disminución en la eficiencia de inducción conforme se eleva la dosis. 

o'--~~"--~~'--~~'--~--''--~--J'--~--J 

o 0.2 0.4 0.6 0.8 1.2 

DOSIS DE RADIACION GAMMA (Gy) 

- Antes de BrdU --1- Después de BrdU 

Gráfica 5. 1. Inducción de /CH en espermatogonias por 
exposición a diferentes dosis de radiación gamma in vivo antes 
o después de la incorporación de BrdU al ADN. 
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Analizando en la Gráfica 5.2 la respuesta de las poblaciones celulares irradiadas con 

diferentes dosis respecto al número de !CH/célula, se puede apreciar que las curvas de los 

grupos irradiados se desplazan hacia valores más altos de ICH con respecto al testigo. Así, 

el 45% de la población celular testigo presenta frecuencias mayores a 1.0 ICH/célula, 

mientras que el porcentaje de células que tiene esta misma frecuencia en los grupos 

irradiados con 0.27, 0.49 6 1.0 Gy es de 60, 63 y 76% respectivamente. También se 

observa que el valor máximo de !CH/célula en el grupo testigo fué de 4.0, mientras que en 

los irradiados algunas células muestran hasta 5.0 6 6.0 ICH. 

F 
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e 
·I• 
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U· 
M 
u 
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A 
D 
A 

% 

100 

80 

60 

40 

20 

Tesllgo 

4- 0.49 Gy 

2 3 4 5 6 

ICH/CELULA 

--1- 0.27 Gy 

-e- 1.00 Gy 

Gráfica 5.2. Frecuencia acumulada de espermatogonias 
respecto al número de /CH inducidos por radiación gamma 
anlifs de la incorporación de BrdU al ADN. 
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5.2. EFECTO DE LA RADIACION GAMMA SOBRE LA FRECUENCIA DE ICH EN 

ESPERMATOGONIAS DESPUES DE LA INCORPORACION DE BrdU. 

En la Tabla 5.2 se puede observar que la frecuencia basal obtenida de 1.6 

!CH/célula es prácticamente igual a la del protocolo anterior. En los grupos irradiados se 

determinaron incrementos en la frecuencia de ICH con relación al control que van desde 0.3 

hasta 1.9 !CH/célula, dependiendo de la dosis de radiación. 

TABLA 5.2 

RADIACIONy ICH/CEL. INCREMENTO 

fGv) i ± D.E. A 

0.00 1.6 ± 0.2 o.o 

0.15 1.9 ± 0.3 0.3 

0.27 2.6 ± 0.5. 1.0 

0.41 2.9±0.3• 1.3 

0.83 3.5 ±0.7. 1.9 

Incremento (A) = ICH/célula (experimental) - !CH/célula (testigo). 

A ICH/Gy = Eficiencia de Inducción. 

N =Número de ratones por grupo, 30 células analizadas por ratón. 

AICH/Gy N 

o.o 19 

2.0 6 

3.7 4 

3.2 8 

2.3 4 

• Diferencia significativa respecto al testigo (a = 0.01), Prueba de Dunnell para comparaciones 
múltiples con grupos de diferentes tamaños. 

En el grupo irradiado con 0.15 Gy el aumento es ligero y la diferencia respecto a la 

frecuencia basal es significativa con la prueba de Dunnett. La eficiencia de inducción en 

este grupo fue de 2.0 ICH/Gy. La dosis de 0.27 Gy causó una elevación de 1.0 !CH/célula 

con referencia al testigo, la cual resultó ser estadísticamente significativa con una a = 0.01. 

En este grupo se observó una eficiencia de inducción de 3.7 ICH/Gy que representó la 

mayor eficiencia alcanzada dentro de los grupos irradiados. 
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En los siguientes grupos irradiados con 0.41 ó 0.83 Gy se encontraron frecuencias 

de 2.9 y 3.5 ICH/célula respectivamente, que representan incrementos de 1.3 y 1.9 ICH en 

relación a la frecuencia basal. Las eficiencias de inducción en estos grupos fueron de 3.2 y 

2.3 ICH/Gy. 

Al comparar estos resultados con los obtenidos irradiando antes de la incorporación 

de BrdU en la Gráfica 5.1, resulta evidente que la frecuencia de ICH radioinducida fue 

mayor cuando el ADN se encontraba sustituido con BrdU. En esta figura comparativa 

también se puede estimar que al igual que en el protocolo anterior la respuesta es lineal. 

En este caso la relación es descrita por la ecuación: y= 2.5 x + 1.65 con un coeficiente de 

correlación r = 0.92. Sin embargo también con este protocolo se observa cierta tendencia 

de disminución en la eficiencia de inducción conforme aumenta la dosis. 

Del análisis de poblaciones celulares expuestas a las distintas dosis de radiación 

gamma, graficando el porcentaje de la frecuencia acumulada de células contra el número 

de ICH/célula (Gráfica 5.3), se aprecia que las curvas de los grupos irradiados se desplazan 

hacia frecuencias mayores de ICH/célula en relación al testigo conforme aumenta la dosis 

de radiación. En este protocolo se observaron células hasta con 12.0 ICH, mientras que en 

las células expuestas antes de la incorporación de BrdU, el valor máximo fue de 6.0 ICH. 

El 50% de la población celular testigo presentó una frecuencia igual o mayor a 1.0 

ICH/célula y en los grupos irradiados este porcentaje de la población mostró frecuencias 

que van desde 1.3 hasta 2.7 ICH/célula. 

En la Gráfica 5.4 se compara la respuesta de las poblaciones celulares expuestas a 

una misma dosis de radiación (0.27 Gy) antes o después de la incorporación de BrdU. 

Es evidente que menos del 20% de la población celular testigo tiene 2.0 o más 

ICH/célula. En el grupo irradiado antes de la incorporación de BrdU solo el 25% de la 

población celular presenta frecuencias de ICH mayores a 2.0, mientras que en el grupo 

irradiado con su ADN sustituido con BrdU el 50% de la población celular muestra 

frecuencias de 2.0 o más ICH/célula. 

El valor máximo de ICH obtenido en las células irradiadas con 0.27 Gy antes de la 

administración de BrdU fue de 6.0 ICH/célula, mientras que en el grupo irradiado con la 

misma dosis después de la incorporación de BrdU se observaron células hasta con 8.0 ICH. 
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5.3. EFECTO DE LA CLOROFILINA SOBRE LA INDUCCION DE ICH POR 
RADIACION GAMMA ANTES DE LA INCORPORACION DE BrdU. 

En la Tabla 5.3 se pueden observar los resultados obtenidos en el grupo testigo, en 

los grupos irradiados con 0.75 Gy antes de la incorporación de BrdU, en los grupos tratados 

con 100 o 200 µg de clorofilina/ g de peso y en los grupos experimentales tratados con las 

mismas dosis de clorofilina antes de la irradiación. 

La frecuencia basal fue igual a las obtenidas anteriormente. La clorofilina per se no 

indujo incrementos en la frecuencia de ICH con ninguna dosis. La exposición a O. 75 Gy de 

radiación gamma produjo un aumento estadísticamente significativo (a. = 0.01) en la 

frecuencia de ICH respecto al testigo. El incremento obtenido fué de 0.9 ICH/célula y la 

tasa de inducción equivalente a 1.2 ICH/Gy. 

TABLA 5.3 

CLOROFILINA RADIACIONr ICH/CEL. INCREMENTO 

lu!!/f!.) (Gv) x±D.E. 

o.o 0.00 1.5 ± 0.1 

100.0 º·ºº 1.5 ± 0.3 

200.0 0.00 1.7 ± 0.2 

o.o 0.75 2.4 ±0.3 • 

100.0 0.75 1.9 ± 0.2+. 

200.0 0.75 1.5 ±0.2+ 

Incremento (A)= ICH/célula (experimental) - ICH/célula (testigo). 

A ICH/Gy = Eficiencia de Inducción. 

N =Número de ratones por grupo, 30 células analizadas por ratón. 

A 

o.o 

o.o 

0.2 

0.9 

0.4 

o.o 

A ICH/Gy 

o.o 

o.o 

o.o 

1.2 

0.5 

o.o 

N 

10 

4 

7 

10 

10 

9 

• Diferencia significativa respecto al testigo (a. = 0.01 ), Prueba de Dunnett para comparaciones 
múltiples con muestras de diferente tamaño. 

+Diferencia significativa respecto al irradiado (p < 0.01 ), Prueba t de Student. 
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Asimismo, se puede observar que en el grupo tratado con 1 OOµg de clorofilina/g de 

peso previo a la irradiación con 0.75 Gy, la frecuencia inducida disminuyó de 2.4 a 1.9 

!CH/célula siendo significativa la diferencia con una p < 0.01 (t de Student) y el incremento 

detectado respecto al testigo bajó de 0.9 a 0.4 !CH/célula. De igual forma, la tasa de 

inducción disminuyó de 1.2 a 0.5 ICH/Gy. No obstante, la diferencia entre la frecuencia de 

ICH de este grupo y la basal resultó significativa con una a.= 0.01 (Dunnett). 

Al duplicar la dosis de clorofilina bajo las mismas condiciones, se evitó 100% la 

inducción de ICH por radiación. La frecuencia de ICH obtenida en este grupo fue igual a la 

basal. 

En la Gráfica 5.5 se puede analizar la respuesta de las poblaciones celulares tanto 

irradiadas como pretratadas con clorofilina a diversas dosis. En esta figura se grafica la 

relación entre la frecuencia acumulativa de células respecto al número de !CH/célula y se 

aprecia que el 50% de la población celular testigo muestra frecuencias mayores a 1.0 

!CH/célula, mientras que en el grupo irradiado este mismo porcentaje de la población 

presenta casi 2.0 !CH/célula. También es evidente que la gráfica correspondiente al grupo 

pretratado con 100 µg de clorofilina/g de peso se ubica en valores menores de ICH con 

relación al irradiado, sin alcanzar los valores de la frecuencia basal. Esta gráfica se localiza 

entre la del grupo testigo y la del irradiado, es decir que hay una protección intermedia 

respecto a la inducción de ICH por radiación. En este grupo sólo el 30 o/o de la población 

tiene valores de ICH mayores a 2.0. A diferencia de esta respuesta, la obtenida con el 

pretratamiento de 200 µg de clorofilina/g de peso fue prácticamente igual a la del grupo 

testigo, con lo cual se corrobora el 100% de radioprotección conferida por esta dosis. El 

porcentaje de la población celular de este grupo, que presentó frecuencias mayores a 2.0 

!CH/célula fue de 15%. 

La Gráfica 5.6 hace evidente que no hay efecto per se de las dosis de 100 ó 200 µg 

de clorofilina/g de peso sobre la frecuencia de ICH administrándola 4 h antes de la 

inyección de BrdU. 
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Gráfica 5.6. Efecto de la c/orofilina sobre la frecuencia 
acumulada de espermatogonias respecto al valor basal de /CH 
por célula antes de la incorporación de BrdU al ADN. 
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5.4 EFECTO DE LA CLOROFILINA SOBRE LA INDUCCION DE ICH POR 
RADIACION GAMMA DESPUES DE LA INCORPORACION DE BrdU. 

En el Cuadro 5.4 se observa que la frecuencia basal de ICH obtenida fue 

equivalente a 1.6 que es prácticamente igual a la observada anteriormente. En los grupos 

testigos de clorofilina con las dosis de 100 ó 200 µg/g de peso no se detectó diferencia en 

la frecuencia de ICH con relación a la basal. 

TABLA 5.4 

CLOROFILINA RADIACIONy ICH/CEL. INCREMENTO A ICH/Gy 

lun/u) IGv\ x ±O.E. ti,. 

N 

o.o o.o 1.6 ±0.1 o.o o.o 11 

100.0 o.o 1.5 ± 0.2 

200.0 o.o 1.6 ± 0.1 

o.o 0.75 3.1+0.2 . 
100.0 0.75 2.1+0.1+. 

200.0 0.75 1.6 + 0.1+ 

Incremento (A)= ICH/célula (experimental) - ICH/célula (testigo). 

t.. ICH/Gy = Eficiencia de Inducción. 

N = Número de ratones por grupo, JO células analizadas por ratón. 

o.o o.o 

o.o o.o 

1.5 2.0 

0.5 0.6 

o.o o.o 

• Diferencia significativa respecto al testigo (a = 0.01), Prueba de Dunnctt para comparaciones 
múltiples con muestras de diferente tamaño. 

+Diferencia significativa respecto al irradiado (p < 0.01), Prueba t de Student. 

Al realizar la irradiación bajo las condiciones de este protocolo se obtuvo una 

frecuencia de 3.1 !CH/célula que representa un incremento de 1.5 ICH respecto a la del 

grupo testigo, esta diferencia resultó estadísticamente significativa (a= 0.01). La eficiencia 

de inducción fue de 2.0 ICH/Gy. En el grupo tratado con 100 µg de clorofilina /g de peso 
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previo a la irradiación la inducción de ICH fue menor que en el irradiado sin pretratamiento 

alguno y la diferencia resultó estadísticamente significativa (p < 0.01, t de Student). La 

frecuencia obtenida en este caso fue de 2.1 ICH/célula, la cual a pesar de ser menor que la 

radioinducida sigue siendo estadísticamente diferente a la basal. 

El incremento detectado con referencia al irradiado disminuyó de 1.5 a 0.5 ICH, lo 

cual representó una radioprotección del 66% aproximadamente. 

Con la dosis mayor de clorofilina equivalente a 200 µg/g de peso, la radioprotección 

conferida fue del 100%, ya que no se detectó diferencia en la frecuencia de ICH obtenida 

con este pretratamiento y la basal. 

Al analizar el comportamiento de las poblaciones celulares en términos de la relación 

que existe entre la frecuencia acumulativa de células respecto al número de ICH/célula en la 

Gráfica 5.7, se puede apreciar que la clorofilina redujo la frecuencia de ICH/célula inducida 

por rayos gamma aún en las espermatogonias radiosensibilizadas mediante la incorporación 

de BrdU. 

La curva del grupo irradiado se encuentra desplazada hacia valores más altos de 

ICH/célula que los observados en el grupo testigo. El 50% de la población celular testigo 

presentó frecuencias iguales o mayores a 1.0 ICH/célula aproximadamente, mientras que 

en el grupo irradiado este porcentaje de la población mostró 2.4 ICH/célula o más. El 

pretratamiento con las dosis de clorofilina de 100 y 200 µg/g de peso favoreció que las 

poblaciones celulares manifestaran frecuencias menores de !CH/célula que las inducidas 

por radiación. Asi por ejemplo, en el grupo pretratado con la dosis de 100 µg de clorofilina/g 

de peso, el 50% de la población celular tuvo frecuencias de 1.5 ICH, que son menores a las 

observadas en el 50% de la población irradiada, aunque dicha dosis de clorofilina no fue 

suficiente como para inhibir totalmente la producción de ICH. No obstante, en el grupo 

pretratado con 200 µg de clorofilina/g de peso se obtuvo un 100% de protección. En este 

grupo el 50 % de la población presentó la misma frecuencia de !CH/células que el grupo 

testigo. 

En la Gráfica 5.8 se puede apreciar que la clorofilina no provocó cambios en el 

comportamiento de las poblaciones celulares en relación al número de !CH/célula. Al 

comparar ésta con la Gráfica 5.7 es evidente que la clorofilina administrada antes o 

después de la incorporación de BrdU no induce modificaciones en la frecuencia basal en 

espermatogonias de ratón in vivo. 
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Gráfica 5. 7. Efecto de /a c/orofilina sobre la frecuencia 
acumulada de espermatogonias respecto al número de /CH 
inducidos por radiación gamma después de la incorporación de 
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En la Gráfica 5.9 se pueden comparar los resultados obtenidos con el tratamiento de 

clorofilina previo a la irradiación tanto antes como después de la incorporación de BrdU. 

TRATAMIENTOS 

Testigo 

CI. (100µg/g) 

CI. (200 µg/g) 

lrrad. (0.75 Gy) 

CI. 100-lrrad.(O. 75) 

Cl.200-lrrad.(O. 75) 

o 0.5 1.5 2 2.5 3 
ICH I CELULA 

- Antes de BrdU B Después de BrdU 

Gráfica 5.9. Efecto de la c/orofilina sobre la inducción de /CH 
por radiación gamma en espermatogonias antes o después dt3 
la incorporación de BrdU al ADN. 

3.5 

Por un lado, se aprecia claramente que la exposición a radiación incrementó la 

frecuencia de ICH/célula en ambos protocolos, aunque es más notoria la inducción cuando 

las células irradiadas han incorporado previamente BrdU en su ADN. Y por otro lado, es 

evidente que el pretratamiento con clorofilina redujo la frecuencia de ICH radioinducidos 

antes o después de la incorporación de BrdU y se obtuvo el 100% de protección con la 

dosis de 200 µg de clorofilina/g de peso en ambos protocolos. 
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6. D 1 S C U S 1 O N 

6.1 EFECTO DE LA RADIACION GAMMA SOBRE LA FRECUENCIA DE 
ICH EN ESPERMATOGONIAS ANTES O DESPUES DE LA 
INCORPORACION DE BrdU. 

Desde que Perry y Evans en 1975 describen que la radiación ionizante induce 

incrementos mínimos en la frecuencia de ICH en células CHO en comparación con la 

incidencia de aberraciones cromosómicas y proponen que la lesión inducida por los rayos X 

es ineficiente para provocar ICH o se repara rápidamente, se ha cuestionado la 

conveniencia de utilizar la inducción de ICH como índice de daño por radiación. 

Sin embargo, Morales-Ramírez y col. en 1983 detectan incrementos significativos en 

la frecuencia de ICH de células de la médula ósea de ratones expuestos a dosis de 

radiación gamma tan bajas como 0.12 Gy y determinan que la dosis que duplica la 

frecuencia basal de ICH (dosis de doblaje) es 1 O veces menor que la de 4.0 Gy reportada 

por Perry y Evans en 1975. Esta diferencia puede ser atribuida a los valores tan diversos 

en las frecuencias basales de ICH entre las células que se utilizaron como modelo 

experimental en esos trabajos. Debido a que la frecuencia basal de ICH es relativamente 

alta como en el caso de las células CHO (12.0 ICH/celula), la dosis de doblaje que se 

determina mediante este índice es mucho mayor que para otros parámetros cuya frecuencia 

basal es muy baja como las aberraciones cromosómicas (0.05ac/célula). Por estas razones 

se ha considerado que no es adecuado emplear la dosis de doblaje como base de 

comparación de inducción de daño en células cuyas frecuencias basales de ICH son tan 

distintas y menos aconsejable aún se considera para la determinación de la sensibilidad de 

ciertos parámetros cuyas frecuencias basales pueden ser totalmente diferentes, como por 

ejemplo ICH y aberraciones cromosómicas (Morales-Ramírez y col., 1983). 

Dentro de los trabajos que se han realizado analizando el efecto de la radiación 

ionizante sobre la frecuencia de ICH, existen varios que evidencian la capacidad de dicho 

agente mutágeno para incrementar la frecuencia de ICH en diferentes tipos celulares in vitro 

como células de criceto chino (Perry y Evans, 1975), linfocitos humanos (Abramovsky y col., 
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1978), células de Vicia faba (Andersson y col., 1981); células de mamífero V 79 (Renault, 

1982), células CHO (Uggla y Natarajan, 1983), células de rana ICR 2A (Chao y Rosenstein, 

1984), y en algunos sistemas in vivo como células de la médula ósea de ratones de la cepa 

C-5781/6 (Nakanishi y Schneider, 1979) y Balb C (Morales-Ramírez y col., 1983; 1984a; 

1988; 1994). 

En general, se ha observado que en los experimentos en los que la irradiación se 

lleva a cabo antes de la incorporación de BrdU al ADN (Nakanishi y Schneider, 1979; Chao 

y Rosenstein, 1984; Morales-Ramírez y col., 1984a) , las frecuencias inducidas de ICH son 

menores que las obtenidas cuando las células se irradian después de dicha incorporación 

(Abramovsky y col., 1978; Andersson y col, 1981; Morales-Ramírez y col., 1983; 1984a). En 

estudios comparativos realizados en el mismo sistema, la radiosensibilización producida por 

la BrdU resulta más evidente (Renault y col., 1982; Painter y Morgan, 1983; Uggla y 

Natarajan, 1983; Morales-Ramírez y col., 1984a). 

Los datos aquí descritos indican que la exposición in vivo a radiación gamma induce 

incrementos significativos en la frecuencia de ICH en espermatogonias tanto antes como 

después de la incorporación de BrdU al ADN, necesaria para lograr la tinción diferencial de 

las cromátidas hermanas. Estas diferencias significativas (a = 0.01) con relación a la 

frecuencia basal se pueden detectar desde dosis tan bajas como 0.27 Gy en ambos 

protocolos. Las frecuencias de ICH observadas con el protocolo de irradiación con distintas 

dosis después de la incorporación de BrdU son mayores que las registradas irradiando 

antes de ésta. Los resultados concuerdan con los reportados por Renault y col. (1982); 

Uggla y Natarajan (1983) y Morales-Ramírez y col. (1984a). 

El incremento de 0.5 !CH/célula obtenido con 0.27 Gy antes de la incorporación de 

BrdU equivale a la mitad del detectado cuando se irradió con la misma dosis en células con 

su ADN sustituido con BrdU. A pesar de que las demás dosis de radiación utilizadas en 

ambos protocolos no son exactamente iguales, se puede apreciar que irradiando después 

de la incorporación de BrdU se siguen registrando incrementos aproximadamente 

equivalentes al doble de los determinados con el protocolo de irradiación sin sustitución con 

BrdU. 

Estas diferencias se pueden observar más claramente en la Gráfica 5.1, en la que se 

comparan las respuestas obtenidas en función de la dosis en ambos protocolos. 

Comparando las pendientes de ambas rectas resulta evidente que la inducción de 

ICH es mayor cuando las células se irradian una vez que la BrdU se ha incorporado en el 
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ADN. 

La curva dosis-respuesta de las células irradiadas antes de la incorporación de BrdU 

muestra un incremento progresivo en la frecuencia de ICH hasta la dosis de 1.0 Gy. Este 

tipo de respuesta lineal fue ajustada por mínimos cuadrados con un coeficiente r = 0.93 y 

resulta similar a la reportada por algunos investigadores que realizan experimentos 

semejantes tanto in vivo como in vitro. 

Nakanishi y Schneider en 1979 encuentran una respuesta lineal en células de la 

médula ósea de la cepa C57BU6 irradiadas in vivo con rayos X a dosis desde 3.0 hasta 15 

Gy, que son mucho más altas que las utilizadas en los experimentos con espermatogonias. 

Asimismo, Renault y col. en 1982 observan este mismo comportamiento en células 

de criceto chino irradiadas in vitre con rayos X justo antes de la adición de BrdU al medio. 

Aunque la gráfica evidentemente es lineal de 1.0 Gy en adelante hasta 8.0 Gy, la respuesta 

obtenida con las dosis entre 0.5 y 1.0 Gy, que son comparables con las aplicadas en estos 

experimentos, no tiene una definición claramente lineal. 

La respuesta observada en espermatogonia es similar a Ja descrita por Morales­

Ramírez y col. (1984a) en células de la médula ósea de ratón irradiadas in vivo en el 

intervalo de O a 0.6 Gy de radiación gamma antes de la administración de BrdU. Sin 

embargo, ellos observan que con dosis por arriba de 0.6 Gy hasta 2.0 Gy hay una reducción 

en la pendiente de la gráfica, la cual ha sido explicada en función de que probablemente a 

dosis altas se producen ciertos tipos de lesiones en el ADN que inhiben la formación de ICH 

por bloqueo de la progresión en la sintesis de ADN. 

Aunque en espermatogonias se mantiene una respuesta lineal hasta 1.0 Gy, no es 

posible seguir el comportamiento de la curva a dosis mayores para detectar cambios en la 

pendiente dado que la población celular se reduce significativamente al aumentar la dosis, 

dificultando asi el análisis. 

También utilizando radiación gamma, Chao y Rosenstein en 1984, observan una 

respuesta lineal en células de rana ICR-2A irradiadas in vitro con dosis desde 0.5 hasta 5.0 

Gy, aunque la comparación con nuestros resultados se dificulta al no haber datos de la 

frecuencia de ICH en las células de rana con dosis menores de 0.5 Gy. 

La curva dosis-respuesta obtenida irradiando a las espermatogonias después de la 

incorporación de BrdU, también muestra una respuesta lineal ajustada por mínimos 

cuadrados con un coeficiente de correlación r = 0.92 aunque con una pendiente mayor que 
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en el protocolo anterior (Gráfica 5.1 ). 

Este tipo de respuesta .concuerda con la reportada por Morales-Ramirez y col. en 

1983 en células de la médula ósea de ratón, en linfocitos humanos (Abramovsky y col., 

1978; Solomon y Bobrow, 1975) y en células de Vicia faba (Andersson y col., 1981) 

irradiadas después de la administración de BrdU. 

También en la Gráfica 5.4 se puede observar que la respuesta de las poblaciones 

celulares se modifica por el efecto de la radiación y ésta depende de las condiciones en las 

que se realice la exposición. Resulta evidente que en el grupo irradiado con su ADN 

sustituido con BrdU se detectan células con frecuencias más altas de ICH. 

Los resultados obtenidos en este trabajo constituyen la primera evidencia de 

inducción de ICH en espermatogonias de ratón in vivo por exposición a radiación gamma 

tanto antes como depués de la incorporación de BrdU. Asimismo, confirman el efecto 

radiosensibilizador producido por la incorporación de BrdU al ADN, como había sido 

propuesto anteriormente por Littlefield y col. en 1979 y Morales-Ramírez y col. en 1983. 

Este efecto radiosensibilizador ha sido atribuido en parte a la acción del radical 

uracilil y del átomo de Br que se forman por ruptura del puente C-Br durante la radiólisis del 

BrUra. 

El radical uracilil capta electrones eficientemente y puede reaccionar fácilmente con 

la molécula 2-desoxi-D-ribosa (del esqueleto azúcar-fosfato del ADN) con una tasa alta y 

constante. Asimismo, el átomo de Br que sustituye al metilo de la timidina, juega un 

papel muy importante en la radiosensibilización. Aunque no se sabe exactamente cual es 

su destino durante la radiólisis, se ha propuesto que posiblemente ataca a las moléculas de 

azúcar de las cadenas vecinas (Krasin y Hutchinson, 1978). 

Estas reacciones pueden dar origen a la producción de rupturas sencillas y dobles y 

a la formación de sitios álcali-lábiles (Lían, 1972). 

Se ha observado que durante la fotólisis del ADN sustituido con BrUra, el 95% de las 

rupturas se producen en la cadena con BrUra y el 5% en la cadena sin BrUra (Kohnlein, 

1974). Esta observación apoya la hipótesis de que el radical uracilil ataca a su propia 

cadena. 

Los complejos del átomo de Br como Br2 y Br3, que se forman por su reacción con 

los radicales libres OH, aunque son menos reactivos que Br, también actúan 

preferentemente con el C(1) de la 2-desoxi-D-ribosa por abstracción del átomo de H, con 
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una tasa constante de 3-7 x 104 dm3 mol·1 s·1 (Parson y col., 1978) y el producto resultante 

es la 2-desoxi-D-ribonolactona. Similarmente esta reacción da origen a un sitio álcali-lábil. 

También se ha reportado que dada la naturaleza electrofílica de algunos radicales 

libres como el OH, éstos atacan preferentemente a los sitios de alta densidad electrónica 

como el C(5) del uracilo (Fujita y Steenken, 1981). 

Estas reacciones explican en parte el efecto que causa la incorporación de la BrdU 

en el ADN que incrementa la producción de daños por radiación y que en un momento dado 

se pueden expresar como ICH. 

Por otro lado, resulta interesante que tanto en los datos aquí reportados, como en 

los de algunos investigadores mencionados anteriormente (Abramovsky y col., 1978; 

Morales-Ramírez y col., 1983 y 1984a;), se aprecia que la eficiencia de inducción tiende a 

disminuir conforme aumenta la dosis de radiación. Esta tendencia puede deberse en parte 

a que la reducción en la viabilidad celular provocada por la radiación va disminuyendo la 

posibilidad de detectar lesiones en el ADN causadas por dosis más altas de radiación que 

se manifiesten como ICH. En estudios preliminares se observa que por arriba de 0.8 Gy se 

reduce de manera importante el índice mitótico de espermatogonias lo cual dificulta el 

análisis de ICH. Se ha propuesto que la reducción en la eficiencia de la radiación gamma 

para inducir ICH a dosis mayores de 0.5 Gy probablemente se debe a la presencia de un 

mayor número de ciertos tipos de lesiones que bloquean la progresión en la síntesis de 

ADN (Morales-Ramírez y col., 1984a). 

Por otro lado, Chao y Rosenstein en 1984, detectan que la radiación gamma 

disminuye los niveles de ICH inducidos por UV y que dicho efecto va decreciendo durante 

las primeras 6 horas postirradiación. Es posible que durante este período se reparen las 

rupturas dobles provocadas por radiación gamma, que pueden ser las responsables de la 

inhibición de la formación de ICH. 

Cabe resaltar que las tasas de inducción de ICH obtenidas en espermatogonia son 

menores que las registradas en otros tejidos con protocolos similares. 

En los datos de este estudio se manifiestan eficiencias de inducción de 2.0 - 3.7 

ICH/Gy (Tabla 5.2) irradiando después de la incorporación de BrdU; mientras que Perry y 

Evans en 1975, utilizando también el protocolo de irradiación después de BrdU, determinan 

una eficiencia de inducción de 4.0 ICH/Gy en células de criceto chino irradiadas con rayos 

X; Abramovsky y col. en 1978 observaron que cada Gy produce 6 ICH en linfocitos 

humanos irradiados con rayos gamma y Morales-Ramírez y col. en 1983 detectaron una 
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eficiencia de inducción de 8.4 ICH/Gy en células de la médula ósea de ratones irradiados. 

También irradiando antes de la incorporación de BrdU se obtuvieron eficiencias 

menores de inducción en espermatogonia en relación a otros tejidos. La eficiencia obtenida 

en espermatogonia fue de 1.0 a 1.8 ICH/Gy, mientras que Morales-Ramirez y col. en 1984a 

detenninaron una inducción de 2.5 ICH/Gy en células de la médula ósea irradiadas in vivo 

con O. - 0.60 Gy de rayos gamma. 

Estas diferencias pueden deberse en parte a las distintas características intrínsecas 

entre los tipos celulares, o bien a las diferentes condiciones experimentales, dentro de las 

cuales la energía de la fuente de irradiación puede jugar un papel muy importante. 

Otro dato interesante obtenido en espermatogonias es la frecuencia basal que 

presentan con respecto a otros tipos celulares. 

La frecuencia basal que se observa en estos experimentos con espermatogonia es 

de 1.4 - 1.6 !CH/célula, la cual concuerda con la reportada por otros investigadores (Allen y 

Latt, 1976a; Palitti y col., 1982; Morales-Ramirez y col., 1984b). Esta frecuencia basal tan 

baja permite detectar incrementos pequeños de ICH inducidos por dosis bajas de radiación. 

Asi, con una dosis de 0.27 Gy se nota un incremento significativo de 0.5 !CH/célula en 

espermatogonia, incluso antes de la incorporación de BrdU; un aumento similar en médula 

ósea difícilmente seria significativo. 

Asimismo, la frecuencia basal en espermatogonia es menor que la detectada en 

otros tejidos. En bazo, médula ósea y glándula salival, se han reportado frecuencias 

basales de 1.9, 3.5 y 5.6 !CH/célula respectivamente (Palitti y col., 1982; King y col., 1982; 

Morales-Ramírez y col., 1984b}. 

También se ha observado que la inducción de ICH por agentes quimicos como la 

ciclofosfamida es menor en espermatogonia que en médula ósea (King col., 1982). Al 

comparar la frecuencia de ICH inducida por mitomicina C y ciclofosfamida en 

espermatogonias de ratón de la cepa C 5781/6 (Abraham y Franz, 1983) con la obtenida 

con los mismos mutágenos en células de la médula ósea de ratones de la misma cepa 

(Nakanishi y Schneider, 1979), se aprecia que ésta es menor en espermatogonias que en 

células de la médula ósea. 

Palitti y col. en 1982 también observan que las espermatogonias son menos 

sensibles a la producción de ICH por algunos agentes químicos como ciclofosfamida, 

mitomicina C, metil metanosulfonato, 4-nitroquinolina-1-óxido y bleomicina, que otros tipos 
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celulares como médula ósea y bazo. 

Estas diferencias encontradas tanto en la frecuencia basal como en la causada por 

agentes químicos podría ser atribuida a la protección conferida a las espermatogonias por 

las distintas barreras celulares que las rodean e impiden el paso de algunos compuestos 

(Russell, 1991). 

De esta manera un menor acceso de la BrdU a las espermatogonias podría ser la 

causa de una frecuencia basal más baja y el paso limitado de mutágenos químicos reduciría 

la producción de daño en el ADN que trae como consecuencia la formación de ICH. 

Sin embargo, esta misma diferencia también se ha observado con radiaciones 

ionizantes. Al comparar los resultados de esta tesis en relación a la eficiencia de inducción 

de ICH en espermatogonia con los observados en médula ósea y glándula salival, obtenidos 

bajo condiciones similares, resulta evidente que la producción de ICH/Gy es prácticamente 

igual entre las células somáticas pero significativamente menor en las germinales (Morales­

Ramírez y col., 1994). 

Considerando que las barreras celulares que protegen a las espermatogonias no 

pueden evitar el paso de la radiación ionizante, estas diferencias observadas con relación a 

otros tejidos deben ser explicadas de otra manera. 

Probablemente las espermatogonias además de estar protegidas por barreras 

celulares especializadas son intrínsecamente menos sensibles a la acción de ciertos 

mutágenos, lo cual puede deberse a alguna actividad metabólica o a una mayor eficiencia 

en la reparación de daños en el ADN que estén involucrados en la formación de ICH. Lo 

anterior posiblemente se relaciona con la importancia de este tipo celular en la producción 

de gametos masculinos, que serán los responsables de transmitir a la descendencia 

cualquier daño o alteración que se encuentre en su información. Por lo tanto, la eficiencia 

de los mecanismos de reparación en las células germinales pueden ser determinantes para 

asegurar que las siguientes generaciones tengan el menor número de alteraciones posibles. 
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6.2 EFECTO DE LA CLOROFILINA SOBRE LA INDUCCION DE ICH EN 
ESPERMATOGONIAS POR RADIACION GAMMA ANTES O DESPUES 
DE LA INCOPORACION DE BrdU. 

Desde que se demostró que la capacidad antimutagénica de ciertos extractos 

vegetales dependía directamente del contenido de clorofila (Lai y col., 1980), se han 

realizado numerosos estudios en diversos sistemas respecto a las propiedades 

antimutagénicas tanto de la clorofila como de algunos compuestos derivados o semejantes 

a ella. 

La clorofilina, siendo un compuesto derivado estable de la clorofila, altamente 

soluble en agua, de fácil manejo y baja o nula toxicidad, ha demostrado tener propiedades 

antimutagénicas contra diferentes tipos de compuestos de acción directa o indirecta (Kimm 

y col., 1982), incluyendo mezclas complejas del ambiente y de la dieta (Ong y col., 1986). 

Usando la prueba de SMART (Somatic Mutation and Recombination Test) en 

Drosophila se obtienen resultados indicativos de que la clorofilina inhibe la capacidad 

mutagénica del Trp-P-2 (un potente mutágeno-carcinógeno detectado en alimentos 

cocinados) (Negishi y col., 1989) y reduce el número de mutaciones letales recesivas 

ligadas al sexo inducidas por dimetil nitrosamina (Rodriguez-Arnaiz y Zimmering, 1989). 

Empleando este mismo sistema se obtiene evidencia de que la clorofilina posee también 

propiedades radioprotectoras, ya que baja la frecuencia de mutaciones somáticas inducidas 

por radiación gamma (Zimmering y col., 1990). 

En un estudio reciente realizado por Morales-Ramírez y Garcia-Rodriguez (1994), se 

observa que el pretratamiento con clorofilina disminuye la frecuencia de ICH causados por 

exposición a una fuente de rayos gamma en células de la médula ósea de ratón in vivo. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que la clorofilina también 

puede proteger a las espermatogonias de ratón contra la producción de ICH por radiación 

gamma. Lo cual confirma la capacidad de la clorofilina para actuar como radioprotector in 

vivo en organismos superiores. 

El 100% de radioprotección se logra con la dosis de 200 µg de clorofilina/g de peso 

tanto en los ratones irradiados antes como después de la incorporación de BrdU (Gráfica 

5.9). Y aún, la dosis de 100 µg de clorofilina/g de peso confiere un porcentaje considerable 

de radioprotección en ambos protocolos, equivalente a 55 y 66% respectivamente. Estos 

datos muestran que la clorofilina protege eficientemente a las células normales y a las 
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radiosensibilizadas. 

El hecho de que la clorofilina sea capaz de proteger tanto a las células de la médula 

ósea de ratón (Morales-Ramírez y García-Rodríguez, 1994), como a las espermatogonias, 

por un lado indica que ésta se puede distribuir ampliamente dentro del organismo y penetrar 

en las células donde ejerce su función como radioprotector y por otro, muestra que la 

clorofilina a pesar de ser una molécula cuya estructura química es compleja (Newmark, 

1987), puede traspasar las posibles barreras celulares que limitan el acceso de ciertos 

compuestos hacia las espermatogonias (Russell, 1990). Sin embargo, dado que la dosis 

necesaria para evitar 100% la producción de ICH por radiación en espermatogonias es 

equivalente al doble de la que impide el mismo porcentaje en células de la médula ósea 

(Morales-Ramirez y Garcia-Rodriguez, 1994), es factible que parte de la clorofilina sea 

detenida por las barreras protectoras de las espermatogonias (Russell, 1990). 

En relación a la eficiencia de la clorofilina para reducir los daños inducidos por 

radiación en diferentes tejidos, se puede decir que ésta es comparable a la de otros 

agentes principalmente del grupo de los aminotioles, que son de los compuestos con mayor 

poder radioprotector. 

Se ha observado que la cisteamina disminuye la inducción de ICH por exposición a 

1.0 Gy de radiación gamma en forma dependiente de la dosis en células de la médula ósea 

de ratón in vivo, obteniéndose un 100% de radioprotección con una dosis de 150 µg/g de 

peso (Mendiola-Cruz y Morales-Ramírez, 1989). Dado que la cisteamina es una sustancia 

que captura radicales libres, estos datos sugieren que la formación de ICH involucra la 

participación de los radicales libres y por tanto la acción indirecta de la radiación. 

El efecto radioprotector de otros agentes altamente efectivos como el WR-2721, se 

ha llegado a evaluar en espermatogonias de ratón utilizando la frecuencia de 

translocaciones recíprocas como parámetro de daño. Se ha reportado que una dosis de 

400 µg de WR-2721/g de peso confiere un 45% de protección contra la producción de 

translocaciones recíprocas por 4.0 Gy de rayos X (Benova, 1986a; b). 

En el presente trabajo se observa que dosis de 200 µg de clorofilina/g de peso 

confirieren 100% de protección contra la inducción de ICH en espermatogonias de ratones 

expuestos a 0.75 Gy de radiación gamma. Estos datos sugieren que la clorofilina resulta 

ser altamente eficiente para proteger contra los daños inducidos por radiación gamma in 

vivo. 

Por otro lado, en los resultados obtenidos no se detecta que la clorofilina per se 
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produzca alteraciones en la frecuencia de ICH en espermatogonias, al igual que lo 

reportado para médula ósea. 

En contraste con algunos datos obtenidos utilizando otros radioprotectores, 

incluyendo los que se mencionan anteriormente (Meistrich y col., 1982; Nasjleti y Spencer, 

1969), resulta especialmente importante considerar la baja citotoxicidad de esta sustancia 

en ratones, como se ha observado en otros sistemas como Salmonella (Lai, 1979; Kimm y 

col., 1982; Ong y col., 1986; 1993; Warner y col., 1991), células V79 (Katoh y col., 1983), 

células del epitelio colónico de ratas (Robins y Nelson, 1989), S. cerevisiae (Bronzetti y col., 

1990), y células hepáticas de trucha arcoiris (Dashwood y col., 1991). 

Dada Ja semejanza estructural de la clorofilina con otros pigmentos biológicos como 

la hemina y la biliverdina (Newmark, 1987), probablemente el organismo la reconoce como 

propia, sin manifestarse efectos tóxicos secundarios. Este aspecto ofrece la posibilidad de 

utilizarse en humanos para reducir el riesgo citogenético por acción de ciertos mutágenos, o 

como medida preventiva en circunstancias en las que se prevea la posibilidad de 

exposición. 

Por otro lado, se han sugerido varias alternativas para explicar el mecanismo de 

acción de la clorofilina como antimutágeno y/o radioprotector. 

Ong y col. en 1966 y 1994 mencionan que la clorofilina tiene propiedades 

antioxidantes y que puede actuar como capturador de radicales libres, que son en gran 

parte responsables de los ·efectos genotóxicos de algunos mutágenos químicos y de la 

radiación (Hutchinson, 1985; Pryor, 1966). Su capacidad radioprotectora puede explicarse 

en función de esta propiedad para capturar iones. 

Speit y col. en 1980 observan que la inducción de ICH por algunos compuestos 

formadores de radicales libres como la hidroxilamina, hidrazina e isoniazida, podia ser 

inhibida por acción de la cisteina. Sugieren que la propiedad reductora de esta sustancia 

inhibe la actividad de los radicales libres y peróxidos. Esta misma también tiene 

propiedades radioprotectoras con relación a la inducción de ICH por radiación ionizante en 

linfocitos humanos (Abramovsky y col., 1979). 

Este mecanismo de captura de radicales libres se ha propuesto para explicar el 

efecto radioprotector tanto de la cisteina, como de Ja cisteamina que reduce la producción 

de ICH por radiación gamma en células de la médula ósea de ratón in vivo (Mendiola-Cruz y 

Morales-Ramírez, 1969). De igual forma se explica la reducción que causa la clorofilina en 

la frecuencia radioinducida de ICH en este mismo sistema (Morales-Ramírez y García-
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Previamente, Hadnagy y Seemayer en 1988, reportan que la clorofilina disminuye la 

formación de ICH provocada por contaminantes ambientales en linfocitos, mediante la 

inactivación de radicales oxígeno como 02, H202 y OH' . Esta hipótesis se apoya en las 

observaciones previas respecto a la reducción de la quimioluminiscencia inducida por forbol-

13-acetato en leucocitos PMN por concentraciones crecientes de clorofilina. 

Los resultados de esta tesis sustentan las hipótesis anteriores respecto al 

mecanismo radioprotector de la clorofilina, ya que dadas las características de esta 

sustancia se debe incorporar en las células y reaccionar en un momento dado con los 

radicales que pudieran formarse intracelularmente, evitando que éstos viajen e interactuen 

con las moléculas de ADN formando aductos, enlaces cruzados y en general lesiones que 

puedan originar ICH. 

Bronzetti y col. en 1990 analizando sus resultados respecto a la disminución de Ja 

tasa de mutación e incremento en el porcentaje de supervivencia en S. cerevisiae 

expuestas a rayos X en presencia de clorofilina, sugieren que ésta probablemente actúa 

mediante la captura de radicales libres. También detectan que las mutaciones inducidas 

por el bromuro de etidio, que es un agente intercalante que en solución acuosa existe como 

catión, podían ser reducidas por efecto de la clorofilina. Se postula que probablemente la 

clorofilina forma un complejo con el bromuro de etidio impidiendo su interacción con el ADN. 

En general, se puede decir que la clorofilina posiblemente tiene un comportamiento 

dual, como antimutágeno y/o radioprotector y que seguramente actúa de varias maneras 

involucrando distintos mecanismos de acción, tal vez dependiendo de las condiciones 

experimentales como realización in vivo o in vitro, sistema de prueba, tipo y dosis del 

mutágeno, etc. 

Finalmente, cabe comentar que a pesar de que los organismos poseen mecanismos 

para protegerse contra los efectos dañinos de la exposición a agentes nocivos, esto no 

garantiza absoluta protección. Por tal razón, es conveniente reducir al mínimo la exposición 

a agentes genotóxicos y favorecer la ingesta de alimentos que contengan factores 

protectores (Merita y col., 1978; 1982; Minakata y col., 1985; Shankel y col., 1987; De Flora, 

1988; Hayatsu y col., 1988). 

Es de gran importancia Ja protección de células germinales, ya que al ser las 

precursoras de los gametos, el daño en el ADN de éstas puede producir alteraciones 

genéticas en la progenie (Lu y Meistrich; 1979). 
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7. e o N e L u s 1 o N E s 

El conjunto de resultados obtenidos en espermatogonias de ratón in vivo durante el 

desarrollo de esta tesis permite concluir que: 

1. La radiación gamma es capaz de aumentar significativamente la frecuencia de ICH, 

tanto antes como después de la incorporación de BrdU al ADN. 

2. Estos incrementos se pueden detectar con dosis tan bajas como 0.27 Gy en ambos 

protocolos. 

3. La incorporación de BrdU al ADN produce un efecto de radiosensibilización ya que la 

la elevación en la frecuencia de ICH es mayor cuando las células se irradian una vez que 

han incorporado BrdU. 

4. Tanto la frecuencia basal como la eficiencia de inducción de ICH por radiación 

gamma es menor que la observada en células somáticas, lo cual puede deberse a una 

menor sensibilidad o mayor protección en células germinales. 

5. La clorofilina reduce la producción de ICH por radiación gamma actuando como un 

radioprotector. 

6. El efecto radioprotector de la clorofilina se expresa también en las células 

sensibilizadas a la radiación con BrdU. 

7. El 100% de radioprotección se obtiene con 200 µg de clorofilina/g de peso irradiando 

antes o después de la incorporación de BrdU. 

8. Es posible que la producción de ICH por exposición a rayos gamma sea disminuida 

por la clorofilina mediante la captura de radicales libres. 

9. Al menos bajo las condiciones experimentales de este trabajo, no se detectaron 

efectos citotóxicos colaterales de la clorofilina per se. 
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Sieler chromatlc exchange (SCE) lnduction by 
gamma raya waa determinad in spermatogonia 
irradlated befare or after BrdU lncorporation. 
Furthermore, tho compariaO'ñ"Oi'" responses ob­
talned in spermatogonla, bone marrow and sal­
lvary gland cella wa1 carrled out In the cella irra 0 

diated after BrdU incorporatlon, a conditlon 
whlch permits a hlghcr SCE induction. Results 
lndlcate that gamma ray expoaure of sper· 
matogonia could induce a algniflcant lncrease In 
SCE frequency with doses as low as 0.27 G y, 

elthar befora or aftar BrdU lncorporation. How• 
ever, the lncrease causad by radlatlon exl)oaur• 
after BrdU lncorporation in spermatogonia wa1 
nearly thrae times lower than that obtained In 
both bone marrow and sallvary gland calla. 
Thaae data suggast that apermatogonla are 11· 
thar more efflcient In repairing tha gamma r•Y· 
lnduced leslons lnvolvad in SCE production or 
that those colla are lesa pro ne to the lnduction of 
such lcsions. ti 1994 Wllev·Liss, lnc. 

Key words: SCE, gam- ray, -•-togo~a. bo,,. marr- cell, ealivory gland cell 

IN'TRJDUCTION 

Thc m~hanism of fonnation and lhe biological signifi­
cancc of sis1cr chromatid exchange (SCE) have 001 becn 
csiahlishcd; howcver, expcrimenlal <.'Videncc indica1cs thal 
Jhis phcnomcnon occur.; during DNA duplication (Wolff 
el al., 1974; Kato, 1980(, and lhal il is stimulatod by agenL~ 
that damage DNA 1 MacRac et al., 1979; Scl!vanzman and 
Guti6m:7, 1980; Nagasawa el al., 19!\2], or by agcnts thal 
inhihit DNA synlhcsis (lshi and Bcndcr, 1980; Nishi c1 al., 
1982]. 1ñc DNA damagc cliciting SCE is not known. bul 
diffcrcnl possihlc causes have hccn proposcd (Carrano 
et al., 1979; Casscl and Lat~ 19RO; Kano and Fujiwara, 
1982; lshii, 19!\1 ]. Hnw<.'Ver, many lincs of cvidencc also 
suggc:H Jhal DNA hrcak.~ are not involvcd 1 Fomacc el al., 
1980; Kirt~ella and Radman, 1980; MacRae el al., 1979; 
Momlc..-;-R:Jmfrcz et al., 1983; Shimishi and Sandllcr~. 
1979(. -

Therc is consis1cn1 wi<lcncc <lemonstmting Jhat spcr­
matogonia show a lower rc:<ponse 10 SCE induciion hy 
chcmical muwgen.~ (Allcn et al .. 1978: King c1 al .. 1982; 
P:iliui el al .. 1982j, H íacl which may he cxplainctl hy lhc 
pr~cnce or physiological hanicr,; 1hm limi1 the movcmcni 
or suhsrancc.-; lowar<l Jhc ~cnninal cclls 1 Rll'iscll, 1 <J<JllJ. hy 
a highcr cfficicnc-y in rcpair. nr hy l'<.wcr ccll-spccific zonc.' 
in 1hc ccnomc in which SCE cnul<l occur. 

h>ni.1.in~ m<li:nion cfficicnllv in<luc<.>; SCE in cclls irmdi­
alc'tl ar1cr' BrdU incorpornlio~ JAhmmovsky et al .. 1978; 
An<lcr.mn el al., 19RI; Moralcs-Ram!rcz el al., 198.1, 
1984u; Pcny and Eva!?i, 1975(; n<.vcnhclc.~s. many rc.,ulL' 
in<lic:11c that ioni1.ing ra<liation also inc.Jucc..-; SCE in Brc.JU­
un~uhs1ilulc<l cclls JChao :m<l Roscns1cin, 1984; Formcc 

,l!) 1994 Wiley-Uss, 1 ne. 

et al., 1980; Moralcs-Rarn!rcz et al., !984a; Nabnishi and 
Schncidcr, 1979; Rcnaultetal., 1982; UgglaandNatarajan, 
1983]. 

Bccal5c physiological harricrs cannot shield sperma1ogo­
nia fmm gamma ray cxposurc. lhc aim of the pn:sem sJudy 
was to disccrn Jhe role oí thcse barricr.; on thc lower scn.~i­
livity oí spcnnalogonia In chcmic.al SCE induction by: (1) 
detennining Jhc efícct of gamma rays on thc lndix:tion oí 
SCE in murine spcrmatogonla. and (2) comparing this rc­
spon.~c wi1h thal ooJaincd in bone mamm and salivaty gland 
cells undcr similar con<litioll'. 

MATI:RALSAND MEll-IODS 

Mice 

Two. ta lh~month·old BALB/c m.alt! m1ce. wcighing ahout 30 ~· were 
u!<.uJ in 1he eicrenmcn1. 1l1e animols. tired in our latxJralofy, wcre kept 111 

plaslic cag~ under cc:mtmllru rem~r.uure and darti:·lighl cmdilial\\, and 
fl'll l'unna LahorJtory 01~ ~11<l woicr ¡id libilum. 

Protocols 

tpermatogroa 
Animals w~ lnJt.oel~ 1n1ntpimtonCJlly (i.p.) wilh a Bn:HJ·charcoal 

aqueou' !i11spens1on (O. h m¡! of OrdlVi; t.il' tiody weight) at thc t:ic;innin;: of 
tl1e expenmen1 JMordl~·Ramirez. t"I al .. f 1JS-J1,1. Firiy.rwohoor.I. J¡¡1er1hey 

P.ect'iv~ Novcmht.Tt•. l'JfJ.l: revi~ nni.J lK'Cep¡:eJ F€bnwy 21, 1r1Jol. 

Add~ repnnl requeo;L\ 10 Dr. 1•. Mor.tl~·lt1mfrc'I .. lmtitulO Nacionnl de 
lnv1...'\liJ!ac.:1nnt.~ Nuc/ca~. Sicm1 Mn.i;ilhl .¡.¡7 2" Piso, l...olms Bamla<.:11. 
Cl 1 1111111. Ml\'<1ll1.1>.1·:. Mt..""Cicn. 
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1,1,·~re injl'ClerJ i.¡1. wilh cnkhiclne (.7.S µ.glg el l'Ody wc1gh1) ;,nd~acníiced 
~ l't!rvicnl dislocil1ion ;\ hr lmcr. 

tpermatogonia 

Sllivary Gland Ce/Is 

¡;-'Cpcnmcnlal nmmal!<>wcn:wh1:1lc·h1~ in-:-1.hall .. 'llclther 1 hrhcfm:. c1r 
2h hr a1t1..T BnJlJ mlmmiMra\1110. ·n1c """'e nllc Wí\S Bppltllimalcly :!.<1 
Ciy/min. 

Timing nr 1ht: pmU:"COI was l~M:d on ¡m~ ..... ·iou.~ Mui.Ji~ ni si~trtr chromalid 
exclmngc Jct1.'f111ination in sallvary glaml c~lls in vivo IMnmk.'\·l'-otmln:t., 
1•.1HO: Mnr.d~·l(amin!l.ctal., 19K4h), 11.e ¡iroloc:nl hegins with th~ M1mu­
la1ion e»" uliv1try gland ceU divii\ioo in vivo hy injccting llll.: ;mimals cilhcr 
i.p. with 0.3 m&fg á bcdy wc:ight. or Joc;dly wilh O. IS m¡;/g of tx'dy 
wdght or i110prou:rcnol (Sismo. St. Looi•. MO) (l~1rl:a. 1%S: lhcrga, 
lt.nOJ. Foun.cen houl'l latcr, whcn thc cc..1ls wm: unch:~ning t>NA synlhc· 

1'>is JMcxalc:s-11.amlrez. 1980; Mornla\·l(;1ml~. el it\., l'>P-4h!, 1he anima~s 
wcre inject.t i.p. wilh an aquoous suspen~1nn oí lhtflJ ml~trixx.I 10 ocll· 
valed chan:.01tl oC 200 mesh IMoralcs.-Ri1min:1. c1 al., l 'JKMI Ht a dC'tác oí 0.5 
mg UnilJ/g of hody weight IMornh.~·flolmin:1., J«JHO). Fmy~ighl hoUr.\ 
alter thc firsl iwprotcrmol inja:tion (followin¡: lhc li~I cell divir.inn), H 
i.«:nnd inja::linn was ndminiMcred. Rn:1lly. thc Hnimfll!o wcrc injcctaJ i:P· 
wlth nn nqUCOJI M>lulion of cnlchicine ( l ."i µg/g 111 ln.ty WCl(:hl} 2H hr ni ter 
thc sccrod 1nlmulation with i"npmtcn!nnl. 11nd !liacnliC\."ll ~ hr lalcr t.,.,. 
cervical di,.lcJCation. 

Metaphase Preparations 

Sllivary G/and Ce/Is 

Bone Marraw Ce/Is 

For dil"fcn:nti1ll Ataining of sis1cr chmn1a11d:. in l-o~ nmmM' ct?lls. nlicc 
Wt!N injt!CIW i.p. Wilh 1.0 mg BnJlJ/~ 11f h-.Jy WCl~hl iU.t..11r1~ tochart:?'d 
al thc b.:giMing OÍ lhe ecpcrimcnL irrndi1Ual 12 hr lill~. injcct.a! ~llh 
cokhiclnc 22 hr after llrdU ;w.Jministrnlino, ami AAcnf1cnJ hy cav1ca\ 
1.li!1locnion 2 hr later. 

For all ccll typcs. h:uYC'il timl!"i n:prt..~nt thc limt..."\ in which a highcr 
ín:x¡ucncy ar dilfC!'allially st.iina:I sa:cmd divi!iii<m metaphas~ can ll:: oh· 
tnincd, in~ncewithprcviOll'\studics (Mnr,dcs·ltamln:z, 1980: Mo­
rnlcs-1Qmfn::7.Clal., 19R4b; Kandaand ~In, 11)79). 

BrdU Adninlstration 

C.onsldcring thc dlfflcullics in mei\!liurin~ thc nc1ual l\nJU inc:orprnnioo 
in thc cc!.ls in which lhc SCE wa" mea.'\uro.J, aml thf\t lht.IU cnuld callo;c 
SCC. thc UrdUdlJiiC ;¡nd timing wet\! íirM Mf\nc.Jardized in each ccll "Y"lcm 
10 allow clcar diffcrential st.iininc oí m~l 06=- the cells am..1 thc ICM"er SCE 
fnx¡ucncy. Undcr such conc.lilions. BnJlJ is •L"'-'iUmld to ha\lc no dfcct on 
cell cycle or SCC. ÍJa:1ucnc:y. lksidc\, lhcn: 1s t..'Yld~nc:e m ronc marITTN 
ccll5 of a long rangc of BntlJ da.e\ in which thc li;Lo;aJ SCE fn.:qucncy 1s 

ºconstan! 11ice et al .. 1?7'1). In munnl' spemiat~oma. Kantta anc.J Kalo 
l llJ71J) reponed 00 1.hfference. in SCE l1asa\ rn.-quenC)' ar1er USIR)! d1fferenl 
dcr.e:s of t3rdll C\lb5or1'ftt le rhart"oall that.we-re lo.ver and lu¡;her than lt'\l'll 
1111he ¡m .. -o;.ent i.llkly. • 

lrradiation 

Ali cell ty¡:0 were 1rradialf"d m vive aller ene ciall d1v1s100 m lht 
p1~enc~ of On.llJ. Spem1a11~oma Wlo're also 1~d1a1~ l1':'ÍOI? On\U ai.lmtn· 
1i.1m111"111. lrr.Kfü11icmw;1\ pt?rti."lf'l11t"d us111; g¡inu11a rd)'S 1"ºCo)(Vtl·k Rad). 

SJ/ivary G/and Ce/Is 

The ar11111al:.. wen: irrctdi111ed ;11 a cio.o:e rd~ cf arpro,¡1ma1ely 5.4 Gyinun. 
1-4 hr aAtr 1he ~econd injection ~ 11oopru1~renol: this hrue corl\"-ponds ta 
lah! Gl «lF tite l<-econd divil<-ion jMorc1l~·íl.a111inu et i!l. 1 \Og.ib¡. Dunn¡.: 
irrddia1mn. 11\e anim;.d!li were 1mro.luced up to lht 1-.-!ck mu Pbcyhnc\er io 

immnl11li1.c them nnd locc:introl~·ury ¡:lund e<p::wsu~. 

Bone Marrow Ce// 

Fnr mCJL'\Urin~ SCF. induclinn in ¡,.,ne..• mamM-. thc micc wcn: wht1k· 
hcd~ 1rr.u\i;1tl'll 12 hra(tcrlhc llnll l 1n11.."l.·ti1K1. 

'lllC finliv;i,ry ghtndo; wm: di~'iCCll'1, clcan.'\Cd oí Baltllil and ac.li¡n• .. c 
tis.suc. nnd minccd with scir..\Ol'l'I in phr5ph.1tc·buffcrai ullne (POS~ 'lln: 
frdgmcnL'\ wcrc suhjoctu.1 tn hypoconic tn:atmcnt with 0.075 M K<l. 15 
min .• ;it J7"C; fixa:I wilh thn:c 15 min changcs e1eh In a 3:1 meahanol·Acctlc 
;1cid sniutinn: ;md stoml Al 4"C ftW" ni lca.'\l IR hr. Thc tiuuefngmenlJ wc~ 
dis..\0Cin1t:d in a drop of (.0% acctic itcid on a slidc. and brtdly hca1aJ on a 
hot plitlc. Thc ccll5 wcn: di!iipcr.¡CIJ cin thc 5lidc t'j mOYI ... ud hca11ng thc 
dmp nlnng thc slidc until it Wl\"i cc1mplc1~ly dry. 

Bone Marraw Ce/Is 

Cclls wcrc hnrvc.....,tuJ llnd lhc !<>li1.k.-.. wcre pr'Cf'.ltrcd foUowing pn:vic·1u!<>ly 
n:pnrtcd mcthn.1!<> (Mor,ilc.....,·l(amin.:r. et HI.. 191-WliJ. 

tpermatogonia 

"lhc chmmmome prcpualions wcn: obtaincd thrwgh dame dis?=I!iion 
with lryJl'in (Diíco) as n:pmcd by Yamamolo ard Kikuchl (1978). 

Differertial Sainlng of Sster Chromatids 

Thc dirfm:nUal staining oí si!iitcrchmmali~ Wll, achievedby lhcfloon!"· 
ccncc plus Gicmsa mcthC'd (l'crry and Wolrr. 1'174(, 1llgbtly rmdifiu.J 
(Goto et al .. 1975). 

SCEScoring 

Thc mcthod ll'ia.l to obLiin lhe mc:taphasc figuro in saUY11y gl11m..I cell:> 
dC'.C\ 001 alwavs al\CM' cnn!>ervatinn oí thc full chmmmome mmplcmcnt. 
;md funhc:nn~n:. appmximntcly 10% ci lhc cdls m: tetnlplaid IMor.tlc...-o;.. 
H.imlrez et al .. 19R4h). Therefore lhe se~ wcrc SCOftd l'f analyzin~ 
t .200 chmm~cs fll.T mou.o;e, equivRlmt to 30 cells. 11'e kJweu numher 
of chmm01S001cs sconxl percell wa.o; nriecn. 

In tinnc m:muw cclls ;mc.J spamalogonia. 30 wcll-differmtially staint'd 
meto1ph;.1i.e. w~ scom:I ~r<Jn1mal in <it ICJi.I ;\ mice. 

P.ach apmmtml m i.ptm1alq!C1M1'1 W<1s repe:11ed once. wilh al 1t>a:i;.t'2. 
c-001rol and .la pc:nmental nuce. Booc mano.v ro.ull\ ~l two exper· 
1ml!nL\w11h ~control and 5 ocpenmt!nl.11 mire. S;ilivnry glandda1a11refro1n 
1wo o.pt!nm~nl!<>. Bec.:au~e rndrnt1on ha" somc 1nhil1itnry dfect nn thc 111· 
tluc:11on oF c~\I divi!<>icn t:>' 1soprotl'n.>ncl !Sao;<Jki ;md Toda, l'J7ZI. only 
e:o:~nml'nlal nul'e 1ha1 1hri i.h°"· cnough m;.11eri;il far ca,,y SCP..l<-corin!! 
w~rPCOrt$1~r?d. The- re..uth. ot-1he re1~11e..Lo; wcre groupcd bccmL\~ 1l1t!re 
wt!re no Malli.11cal differem;e.. htlw~n 1hem ( /' < 11.05. Student'!li l ll':'>\l. 

To t!:'il<>blish 1he l<-\:lll~llc"I Mg111f1c<111ce l~twttn control aR1 ecpcriment?31 
J:.r~ups. tlle' Student'!<> t te.\ wa' apphed. 1l1!! lntin~ of datatoastrai~ht line 
w:.i!<> 111adt! ly a Wt"t~hed leci!<il squ;ue .. method 1hat takm vari1mce 11110 
ac<.,¡\unt \Vc¡!.a·<ºmrillo, l'IH'JJ. 

FESULTS 

SCE lnduc:tion by Gamma Rays in Spmmatogonia 

A• shnwn in Tahlc l. camma rJtlia1ion indllald SCE in a 
tl1isc-tlcpcn<Jcnt way hcfmc BnJU incmporation. Al lhc 
lowcr tltisc (O. '27 Gy), a si~nificanl incrcasc in SCE/ccll was 
nhscrvcd: 1h<: rcla1ionship 10 tl<isagc is proponionai as 
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SCE lnduálon In Vivo by gamma rays In Murlne Cell Typas 3 

TABLE l. In Vivo Bfeá ol Gamma Ray Dose on SCE 
Frequency In Murlne Spermatogonla Exposed Before 
BrdU lnoorporatlon 

TABLE 11. In Vivo Bfeá ol Garrma Ray Dom on SCE 
Frequency In Murlne Spermatogonla Expomd 
Alter BrdU lncorporatlon 

lll1<1C SC!'/ccll lncn:Mc i:>n.c SCl'lccll lncn:asc 
(Gy) X= Si) T-C:' SCf:/Gy N' (Oy) X= SI> (l'.:_C)" SCE/Oy N' 

o.no 1.4 :!: 0.1 11 o.no l.<•= 11.2 o.o 19 
11.27 1.9 :!:: 0.2• 11.~ 1.9 0.15 l.'J: O.:\• 0.3 2.0 li 
tl.4'J 2.0 :!:: 0.2• 0,(1 1.2 ll.27 2,6 = o.s• 1.0 3.7 4 
1.110 2.4 ':!: 0.2• 1.0 !.O 0.41 2.9 :!:: 0.4' 1.3 3.1 R 

·T·C, Lreu~mlnuscontml, . ,_, 
0.83 :ts :!:: 0.1• 1.9 2.2 4 

bN. numhcrof animitla per·group. 'l11iny cell1' !lcnMJ per Animal. 
'Sii:tnil'icunl incn.:Hsc wilh n.:spcc11n lln: control: JI< 0.01 Stui.lcnt's t 

, 'í·C, tn:aled mlnuA contml. 

"·""'· 
4.6 

4 

3.6 + 

3 + 

1.6 

o.s 

o 
o 0.2 0.4 0.6 0.8 

DOSE iGyl 

fig. 1. lnc.Juctinn or SCE hy Uiffen:nl ~~ of g;1mm;1 mys in munnc 
!>IJ(n11111c.i¡!OOin in vivn bdore (') und ur1~r (+) Onlll incorpnr.11i11n In 
DNA. 

~hown in Figure 1. This relutionship is tlescrihoo hy lhe 
linear equation Y = O. 99 x + 1..\7 ohtnined hy least 
squares. which has a corrclation cl'let'ficiem r = O. 93. 

Thc SCE induction bv radiation increased suhswntiallv 
when spennatogonia wére exin;ed nfler BrdU inCllfllOT"~­
tion. as shown in Table 11. The da;e response curveobtaintX! 
by leastsquaro; is descrihed by )'= 2.5 X + 1.65, antl fil' 
a correlation coefficient nr 0. 92 (Fig. 1). 

Thc response ohscrvcd hy analyzing thc SCE írcqucncy 
pcr ccll in cuch animal is also rcílcctcd in lhc poolcd ccll 
¡x1pulatimt' whcn thc cumulalive írcqucm.-y in percentnge 
ver.;u, SCE/cell is plnlletl. 1ñe curves have a hehavim sim­
ilar lo that prLvi<1usly reponed for mtliation and olher muw-

bN. num~rnr ttnlmitlA ~r ~mup. TI1iny ct:lla scored peranimal. 
'Si&niricunl lncren!\c wilh n.~r-.:c11u 1hc cnntml: P < 0.01 Studcnt's l 
fCl\l, 

gcrt'; also. tL' lhc tlt>ic incrcas<>< thc curves displace toward 
highcr SCE valuc.' (Fig. 2A antl B). Thc seniitization to 
SCE intluction hy gamma mys due to Brt!U incorporation 
can be analyzed comparing lhese curves. Rlr examplc, thc 
cclls oí lhe gmup irratlinlcd wilh 1.0 Oj bcfore Bn!U admin­
istration (Fig. 2A) showcd that appmximately 50% of lhc 
cclls havc SCE frcqucncics greatcr than 2.0, wbile 70% of 
lile cclls havc lhc samc SCE frcquencies In tbe curve oí 
anima Is cxposcd to O. R Oj aflcr BrdU incorporation 
(Fig. 28). 

Comparimn of S::E lnductlon In Spermatogoria, 
Bone Marrow and Salivary Gland Cella 

Table 111 shows lhe rcsuhs obtaincd by radiatiooexposure 
ofspcrmatogonia. boncmarmw, orsalivary glandcellswith 
BrdU-unifilarly suhstitutcd DNA The latter caidition dc­
lcnnincs a higher r<><port'c u1 radiation as wm ohscrvcl.l 
cnrlicr (Fig. 1 ). Bmh lhe htL'31 and the intluced SCEfrcqucn­
cics are suhoannlially hiwcr in spcrmatogonia. The frc­
quenc-y or SCE' intluctxl pcr Oj in spcrmatogonia is almc10a 
thrcc times h'?.Ycr lhnn that attainctl in bone manuw and 
salivarv ulantl cells. H<lWL'Ver. thc mles uf lhc ratliation­
il'klucctl SCE in rclation 10 their re;pective bnsal frequencies 
are similar in all lhc cell typcs. 

DIS::USSIO N 

SCE is an intere<ting intlex ur ionizing-radiation-intluctxl 
tlama¡.!e. ht'Causc il st>!ms to represen\ a tlifferent kil'kl ni' 
DNA tlama¡.!c from lhatexpressw tL' chmmooome hrcak.' or 
micmnuclci. i.c .• hasctlamagc. atlducL' orcra;s-link.' ICm­
r.mo et :11.. 1979; Casscl ami Lall. 1980: lslúi, 1981: Kami 
:mtl Fujiwar.i. 1981: Sahar el al.. 1981: Uggla and Natam­
jan. 19831. ll was initially ¡x10;tulatcd lhnl lhc ahility oí 
ionizing mtlia1ion to intlucc SCE was rclatcd towhelhcr or 
not lhc cells were irratlintetl after Brc!U incorporation 1 Mo­
T"Jlcs-Ramfrcz et al.. 19R•fa: Pnimer and Mmgan. 19831; 
nl.vcnhell.~S. resulL' in lhe presentstm.ly as well as in mhcrs. 
indica te th:ll innizin~ mtli:nion induces SCEin Bn!U-urt,uh­
'lilutcd cclls IChau":rntl Rnscnstcin. 1984: Fomace et al .• 
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z 3 4 & 7 8 9 10 ,, 12 

SCl./CELL B SCE/CELL 

Rg. 2. Cumu\Htivc l"n:qucncy nf ccll~ with n:spccl to thc numlx=r nr SCI! pcrcdl in l'ipcnn11tngan
1
ia fmm mia: 

lrradiaicdwlth O(+). 11.27 (+). ll.49 (')Y 1.0 (O) C".y or gamm.i my d""" tdm: (A). nrwith O(+). 0.15 (+). 
0.27 (').11.41 (O)y ll.H3 (x)Ciy of gammo rny d™"' ¡¡(ter (ll)llnlll incmprcntim ta llNA. 

TABLE 111. In Vivo SCE lnduCllon by Gamma Rays ("ºCol 
In Murlre Sperrratogonla, Bona Marrow and Sallvary 
Gland Cella lrradlated Alter BrdU lncorporatlon 

Dale SCE/ccll 
Celll (C"')I) x ::!:: SD SC:l]/SCEc' SCEIGy SClll/SCF.c N 

SP. 0.00 1.6 :!: 11.3 s 
0.41 2.9 '% 0.3' 1.3 3.2 l.R R 

11.M. o.oo 4.1 :!: o.s 10 
0.36 7.3 :!: 0.7' 3.2 H.R 1.H to 

S.G. 11.00 5.4 :!: 11.R 12 
11.38 H.6 :!: 1.5' :t2 H.4 1.6 5 

'Slgniíic:mt diffcn:ncc wilh ropcct to thcir nnnimuJiatcaJ controli:., 
I' < 0.01 Studcnt's t test. 
'SCBi. induccd SCE: SCEc. contml SCE. 

.1980; Momla;-Ram!rcz el al., 1984a; Nakanishi and 
Schncidcr. 1979: Rcnaull el al .. 19112. Uggla and Nawmjan. 
198.11. 

Allhough lhc effieiency of r:uliation 10 induce SCE.' has 
hccn considcrcd 10 he lnw. il seems 1ha11wo uiffcrent con­
ccpL~ cnníound lhis affinnatinn. Onc is !)le capaci1v or mlli­
mion 10 induce SCE. ami lhc olhcr is· thc possÍhiliiy oí 
dclermining sueh induclion. Wilh rcgard 1n 1hc íir.a concepl, 
i~ mu;;1 be menli<!ncd lhal lhc le., ion involveti in SCE pr<xluc­
uon 1~ more eírlcienlly imluc"'1 by ionizing mdialion 1han 
lhal mvolv"'1 in chmmosomc aberrnlions. comparetl in 
1cnns or l.'llCnL~ rcrccll IMomlcs.Ramirez el al .. 198~1· In a 
pn.'lllll<L' sludy. lhc authm~ rcachcd 1hcopposi1c concl<L,ion. 
hui lhis was llonc comparing SCE/ccll vcr.m' CrVHXl cclls 
1 Uggla ;md Naiamjan. 198~1. In rclation 10 1hc SCE dctcr­
minalion. lh~ incrca.'c induct!d hy O. 27 Gy of gamma mys in 
spcrmmogoma (fahlc 1) wilh re;pcc1 l<l lhc hasal valuc is 
rcla1ivcly small (:10%), hui signiíican1 anll repnxlucihle. 
'Thc dif~icully i.n dc1ccting small incrcascs in SCE pcr ccll 
ltcs m lis rclauvc high hasal rrcqucnc'Y (:1.4 SCE/ccll) as 

comparcd 10 lhal nr micmnuelei and ehromosome ahcrm­
tions (cqual IO or lcss !han O.Ul/ccll). Anadditicml problcm 
!s lhal high radiation doses (moro !han 1.0 Oy) cause sille 
effcclS such as ccll cyele dclay. eell dcath, cu:., whieh 
reduce Lhe numbcr or scorahlc cclls ror SCE. 

Thcro is consis1en1 cvillcncc demonmating lhal spcr­
malOgortia show lnwer rcs¡xin~c to SCE induction by ehem­
ical mutagcn~ IAllen c1 al .. 1978; King el al, 1982; Palilti 
e1 al., 19821. This could he cxplaincd by a hlgber rcpair 
capaeiiy. by a lowcr ecll-s¡x:ciíie inducibilily of damagc 
involvcd in SCE. or hy the prcscncc of physiological barri­
crs lhal limi1 lhc mnvemenl oí substanca; t<M"anl the germi­
nal cclls IR<L,sell. 19901. Bccausc 1ha;e barriers cannm 
shicld spcrmatogonia ímm gamma my Cllpo&lllC, ilwas pa;­
siblc 10 iníer lhe role nr such barriers on !he low sensilivi1y 
of lhcse cells IO SCE induclion hy de1ermining tbe effcc1 in 
murinc sperma1ogonia. an<I eomparing lhis response wilh 
thal ohwinl!d in honc mamiw und salivary gtarxl cclls. This 
w;l~ done undcr conlli1ion' lhal pcrmil a higher SCE induc­
lilm. namelv BrdU·substi1u1ed DNA 

The mle 'or SCE. induction auained in spermatogonia in 
!he pre.,cn1 work "'ª' lowcr than Lhal ohtained bolh hcrore 
IMomlc.<-Ram!rcz el al., 1984al and after (Momle.'­
Ramircz el al .. 19831 BrllU incorpomlion in murinc hone 
mamm cells under similar experimental eondltiotl,, TI1e 
m1a; or SCE induc1inn in spennamgnnia befare and af1er 
BrdU incorpomtion werc appruxima1ely 1.0 arxl 2.5 SCE/ 
C'.y. r.,;pectivcly, compaml wilh thc 2.5 and 8.4 SCE/Gy 
ohiained prcviously in hone mamJW cclls (Morales-Ram!rcz 
clal .. 19X4al. 

A l1iwcr SCE inlluction hy ex po;ure 10 ionizing radia1ion 
inspcrmalogonia wilh rcspecl 1n honc marrow cells eould he 
anrihuiahlc l<l dirrerence; nm nec.,;sari!v rclated to lhe di­
rect in<luclion nf damagc clieiting SCEsi'x:h as: Bn!U incnr­
pmatinn. ccll viahility. or rcplieatinn mlC. Reganling lhc 
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cffccl of Bn!U incorporalinn. il is pcnincm 10 mcnlion lhal 
lhc SCE crfccl was also uhscivcd in spcnnalogonia irradi­
alcd before Bn!U incnrpomlion. imlicating lhal ccll lypc ami 
nm Bn!U incorporation is rcspoll,ihlc ror lhc lowcr SCE 
induction. l..owcr SCE induction in spcnnatogonia mighl 
a.lso be cxplaincd by a highcr scnsitivity of thcsc cclls in 
1crm• or viability, lhtS nm pcrmining cclls wilh grca1er 
numbcr.; of lcsions cliciting SCE ui pmlifcralc. Howcvcr, 
lhc relatiomhlp bclWecn SCE induction and dose secrns lo 
he dirccUy proportional (Fig. l ). This indicatcs lhat thc ra1e 
ar SCE induction was lhe samc al high da;cs, in which the 
cell viahility was substanlially diminishcd. ll was also sug­
gestcd lhat lheccll rcplicalion ratc coultl cause diffcrcnccs in 
SCE frcquencies: howcvcr, thcre is <..'Vidcncc lhat ccll dclay 

sizc of cuchrnmatic zones !B1ie;1nck and Christie, 1976; Clr­
mno and Wolff, 1975: Clrr.ino and Johnston. 1977; Cros­
sen, 1983; Hsu and Palhak, 1976), or of zoncs whlch are 
activcly lr.tll,crihcd. Thc lattcr is similar to the ¡m:viously 
reponed resullS which imply that zones of tite genetic mate­
rial lhal are hcing trall,cribcd are preferentially repaired 
¡Bohrcl al .. 1985). Pcrhaps sorne conditioncoulddetcrminc 
lhat ha•ai and induccd SCE frcqucncics depml on !he 
lcnglh of DNA that is actively cxprcsscd in !he different ccll 
iypcs. 

is not rclatcd to SCE frcqucnc..'Y. Using thc same pmtocol in 
honc rnarmw cclls, it ha• prcviously hccn ohscrvcd that a 
higher tlu;e of radiation lhan us<XI in 1hc prcscnt s1udy causes 
a 1.4 hr dclay. When thc cclls are haivcstcd 6 hr latcr, lhc 
tlelay incrcascs l.O hr more: nwcnhclcss, lhc SCE intluc­
tion is lhe samc at both haivcst limes ¡Moralcs-Ramlrcz 
et al., 19113 ). This suggcsL• lhat thc cell cycle delay is n<ll 

relal<XI to lhc SCE frcqucnc..-y. 
The diffcrcnces in SCE induction, in diffcrent ccll typcs, 

coultl he cxplaincd by ccll repair capacity or by the time 
available for rcpair, bccause lhc cell <.')'ele duration in spcr­
rnatogonia is approximatcly iwice as long as that in bonc 
marro.Y cclts. Howcvcr, in murinc salivaty gland cclls and 
bonc rnarrow cells in vivo, lhe responses werc similar, cven 
though thc salivaty gland cclls have a ccll cycle duration 
similar to that of spcrmatogonia. Thcse SCE ratcs werc 
cstimatcd as a nct increa.'c above lhcir respective basal SCE 
frcqucncics, which in spcrmatogonia is as low as 1.6 SCE' 
cell, comparcd wilh lhc 4. 1 and lhc 5. 4 SCE'ccll in bonc 
marro.v cclls and salivaty gland cclls, rcspcctivcly. 

Thc rcsults obtaincd in lhc prescnt study are consisten! 
wilh carlicr resullS indicating a lower response of spcr­
mamgonia lo SCE induc1ion hy sorne chcmical muwgcns 
!Allcn et al., 1978; King et al .. 1982: Paliui el al .. 19821, 
anda very low ha,al SCE frcquency 1 Allcn und Uill, 1976; 
King et al., 1982; Momles-R:lmircz el al .. 1984hl. Thesc 
responses cnuld be cxplaincd hy the prcsence of harrier.; 
which rcslricl lhc movcmenl of suhswnces lowartl thc mi­
cmtuhular lumen !R11,sell, llJ90!. HlYW<..'Vcr, bccause lhc 
prescnce of such cell h"rrier.; e.lid not shiclc.I spcrmutognnia 
rmm gamma my exposurc. thc lnwer inductinn ni' SCE hy 
gamma my in spcnnatogonia couic.I he c.luc 10 a much highcr 
efficienc..-y in DNA damage rcpair. 

The fact lhat SCE inc.luction hv ~amma r.ivs in lcrms of 
respective hasal SCE írcqucnci.;,, 

0

is almn•H. lhe sume for 
hnnc mamm, spcnnauigonial and salivary gland cells (fa­
hlc 111), implics thal undcr lhese circum,tanccs a relalion­
ship muy cxisl hctwccn basal anti induccd SCE frcqucncics. 
A possibleexplanation íor lhis is lhat spcrmatogonia arn lcss 
pmne to SCE intluc1ion hcca11'e or a smallcr wnc in lhc 
gcnome in which SCE; cnuld nccur. e.g., diffcrcnce in 1hc 

Bascd on thc cvidence indicating that SCE occws at lhe 
silC of a lesion [Morale5-Ramf=. et al., 1990; Ralth et al., 
1984), lhc prcviotSly mcntioncd altcmative CllUld explain 
lhc facl that rates of SCE pcr lcsion are disproponionate. 
Thcy vaty fmm 1 :200 rnr thc trcatmcnt with P.soralen plus 
ncar lN ¡sahar el al., 1981] to 1:20,000 fer lN light 
!Rcynnids et al., 197'!!, nitrompyrcnc, N-bydrmy-N'· 
acctylhcrur.idinc anti N-hyc.lrnxy-2-aminonuorme (Henich 
et al .. 1986], hcca11'e only iesinns induccd in spccific silCS, 
such ª' cuchrnmalic DNA !Brrmick and Christie, 1976; 
Carrano anti Wolrf, 1975, 1977; Crosscn, 1983; H;u and 
Pathak. 1976) or in transcription zones, could allltin SCE 

Thc rcsuJIS in lhc prescnt work iooicatc that (1) gamma 
rays induce SCE in spcrmatogonia, (2) thls inllll:tion was 
incrcascd by Bn!U incorporation prior to irradialioo. and (3) 
spermatogonia are less pronc to SCE induction by ionizing 
radiation !han bonc marrow and salivary gland ceUs undcr 
similar experimental conditions. Thc last rcsuJUuggeslS thal 
physiological barricrs are not ncccssarily rcspomlble for lhc 
la.ver scnsitivity of spcnnatogonia to SCE induction by 
chcmicafs. This lowcr scnsitivity may he due, imtead, to a 
highcrcfficicncy in repaiting lesions which induce SCEs, or 
lo a lowcr numbcr of spccific siles in whlch thc SCEs could 
occur. 
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