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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 derivative from chlorophyll) to reduce SCE induction
by radiation in normal and BrdU radiosensitized spermatogonias was also determined.

The results indicate that there was a significant 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
some 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 pg 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 chlorophyliin 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 determind el efecto de la exposicion a diferentes dosis de
radiacién gamma sobre la frecuencia de Intercambios en las Cromatidas Hermanas (ICH) en
espermatogonias de ratén in vivo. Dicha accion se analizé antes y después de la
incorporacion de Bromodesoxiuridina (BrdU), para detectar la consecuencia del tratamiento
con este agente sobre Ia respuesta celular inducida por radiacion. Asimismo, se analizo la
capacidad de la clorofilina (sal de sodio y cobre derivada de la clorofila) para reducir la
cantidad de ICH provocada por radiacion gamma tanto en células normales como
radiosensibilizadas con BrdU.

Los resultados indican que la radiacion gamma incrementé de manera significativa la
frecuencia de ICH en estas células y que el efecto fué mayor cuando la irradiacion se
realizd después de la incorporacion de BrdU, Esto confirma observaciones previas de que
la BrdU sensibiliza a las células respecto a la produccion de CH.

Ademas se obtuvo evidencia de que la clorofilina actué como radioprotector
reduciendo la frecuencia de ICH causada por radiacion gamma, obteniéndose el 100% de
proteccion con una dosis de 200 pg/g. Este efecto se observd tanto antes como después
de la incorporacion de BrdU.

No se encontraron evidencias de genotoxicidad provocadas por la clorofilina per se.
Se sugiere que la accién radioprotectora de la clorofilina se da a través de la captura de
radicales libres producidos por el efecto indirecto de |a radiacion gamma, los que al dafiar al
ADN traen como consecuencia la formacion de ICH.



2. INTRODUCCION

La radiacién ionizante se caracteriza por viajar con alta frecuencia y haja longitud de
onda, y se encuentra dentro del espectro electromagnético general (Figura 2.1). Esta
radiacién no sdlo se comporta como ondas electromagnéticas, sino también como paquetes
de energia extremadamente pequefos llamados cuantum o fotones, cuya energia es
directamente proporcional a la frecuencia. la ionizacién inducida por radiacion se refiere a
la capacidad de ésta para transformar atomos y/o moléculas en iones cargados positiva o
negativamente por remocion o adicién de electrones (Selman, 1983).

Cuando la radiacién icnizante pasa a través de la materia, los fotones interactian
primero con los atomos liberando electrones de los orbitales y después estos electrones
primarios viajan por la materia ionizando y excitando a otros atomos. L.a ionizacion implica
la remocion completa de un electrdn orbital de su atomo, mientras que la excitacién se
refiere al desplazamiento de un electrén a niveles mas altos de energia. Ambos procesos
causan efectos bioldgicos, siendo mucho mas importante la ionizacion.

En la naturaleza todos los sistemas bioldgicos se darian por la radiacién ionizante.
La recuperacion de éstos puede ocurrir si la radiacion es recibida en pequefias dosis y
causa un dafio minimo. Sin embargo, por arriba de ciertos limites, 1a radiacién produce una
gran cantidad de dafio bioldgico que dificulta o imposibiiita la recuperacion (Selman, 1983).

Se ha descrito que la radiacién ionizante desencadena una serie de reacciones en
menos de 10°6 segundos, que involucran cambios quimicos 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 algin agente natural con
actividad radioprotectora (Selman, 1983).

La radiacion ionizante ocasiona efectos a diferentes niveles de organizacion, que
dependen directamente del tipo de radiacion (rayos X, rayos gamma, rayos cosmicos,
particulas alfa, particulas beta, neutrones y protones), dosis total, tiempo de exposicién,
razén de dosis, dosis absorbida, radiosensibilidad y condiciones ambientales en general
(Pizzarello, 1982).



Actualmente los organismos vivos se encuentran expuestos continuamente a
diversos tipos de radiacion ionizante, tanto de origen natural como artificial. La radiacion de
tipo natural proviens de los rayos cosmicos y de algunos elementos quimicos que se
encuentran en el suelo, en el aire y en el agua. La radiactividad terrestre es producida
principalmente por radionlclidos como el Uranio, Torio y Radio. Estos elementos se
localizan en la biosfera, en el suelo, en materiales de construccién y en rocas. Ciertas
cantidades de estos elementos se incorporan a los organismos a través de los alimentos y
propician determinada exposicién interna. Asimismo, los gases radiactivos como el Raddn
(Rn222) y el Toron (Tn220), que se originan por el decaimiento natural del Uranio y def Torio
respectivamente, son inhalados y provocan dafio en el epitelio del tracto respiratorio. Los
rayos cosmicos son una fuente externa de energia y forman radioisotopos de importancia
biolégica como el Tritio (H3) y Carbonoe 14 (C'4) mediante reacciones nucleares en la
atmosfera (Sanders y Kathren, 1983).

Las fuentes artificiales de radiacidn creadas por el hombre para fines médicos,
cientificos, tecnoldgicos, bélicos e industriales camo los aparatos de rayos X, la produccion
de radioisotopos, los aceleradores de particulas y los reactores nucleares, constituyen
fuentes adicionales de exposicidn (Sanders y Kathren, 1983},
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Figura 2.1. Espectro electromagnético general. El rango de
longitud de onda y energia de la radiacién por diagnéstico con
rayos X esiguala 0.1-1.0 A (124-12.4 KeV) y por rayos
gamma (80Co) es igual a 0.01 A (1.25 MeV).



2.1. INDUCCION DE DANO POR RADIACION IONIZANTE.

2.1.1. Mecanismos de Induccién de Daito por Radiacién sobre la
Materia Viva.

Los mecanismos a través de los cuales la radiacion ejerce sus efectos sobre la
materia viva pueden ser de accidn directa o indirecta, aunque ambos tienen la posibilidad
de actuar finalmente sobre blancos vitales de las células y contribuir al total del dafio
inducido (von Sonntag, 1987).

E!l primer mecanismo opera ionizando directamente algunas moléculas blanco
altamente radiosensibles dentro de la céiula. Hasta el momento, las evidencias indican que
mas de un blancoe debe ser ionizado para inactivar a la célula por pérdida de su capacidad
reproductiva o por muerte, debido al gran nimero de alteraciones tanto en los acidos
nucléicos como en las enzimas (Selman, 1983). Como resultade de la accion directa se
produce daro al ADN ocasionando alteraciones estructurales que dan origen a mutaciones,
rupturas cromosomicas y/o distribucion atipica de los cromosomas durante la mitosis.

La accién directa ocurre principalmente con particulas altamente energéticas como
neutrones, protones y particulas alfa, que tienen mas probabilidad de goipear blancos
multiples inactivando a la molécula o pravocando serias alteraciones (Sanders y Kathren,
1083; Kedar, 1984).

Sin embargo, aquellas moléculas que no fueron ionizadas en forma directa pueden
sufrir dafno causado por los preductos de ionizacion de otras moléculas circundantes, siendo
éste el mecanismo de accion indirecta. Dado que la ionizacion no es un proceso selectivo,
los elementos predominantes de un sistema complejo tendran mas probabilidad de ser
jonizados. El agua es el elemento mas abundante en la célula y su ionizacién da origen a
productos altamente reactivos llamados radicales libres (Figura 2.2). Estos son atomos o
moléculas que tienen electrones no pareados por fo que pueden oxidar o reducir moléculas
bioldgicas. Los radicales libres mas reactivos son: OH’, HO," y H' , los dos primeros son
oxidantes y e! Gitimo es reductor. Debido a su alta velocidad de reaccion tienen vida media
corta (10710 - 10712 seq.), pero dada |a posibilidad de dispersarse pueden o no producir su
efecto en el sitio de origen, en contraste con el mecanismo de accion directa en el que la
energia se deposita directamente en las moléculas blanco (Troll y Wiesner, 1985).

Por su marcada reactividad, los radicales libres producidos por la radidlisis del agua

th



(Figura 2.2.1), se combinan facilmente con el oxigeno (Figura 2.2.3), con moléculas
organicas (Figura 2.2.4) y también reaccionan entre si dando origen a otros radicales
igualmente toxicos para la célula (Figura 2.2.2) {Pryor, 1986).

Estas entidades altamente reactivas se combinan con ciertas moléculas sensibles
como proteinas, carbohidratos, lipidos, enzimas y principalmente acidos nucléicos,
descomponiéndolas por rupturas de puentes quimicos y provocando severos transtornos,

A pesar de que el ADN puede sufrir grandes cambios por la ionizacién debida a la
accién directa de la radiacién, el dafio que ocurre con mayor frecuencia en él es causado
por los radicales libres generados durante la accién indirecta de la misma (Pizzarello, 1982,
Sanders y Kathren, 1983; Selman, 1983; Hutchinson, 1985). Sin embargo, cuando las
células son irradiadas en presencia de algun 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

HO - H + OH'

Hidrogeno I6n libre hidroxilo

2.2.1. Radicales libres producidos por la interaccién de la
radiacién fonizante con el agua. El punto representa un
electrén no pareado.



OoH

H - Hy

Hidrogeno molecular

oH’ - Hp0,

Peroxido de Hidrogeno

OH > H,0

2.2.2.- Combinacién entre los radicales libres producidos por

la radidlisis del agua:

HO',

07 - HO"
Hidroperéxido
HO" - H,0; + Oy

Perdxido de Hidrogeno

(0)) - RO

Peroxido

2.2.3.- Reaccion entre radicales libres y oxigeno.




RH + OH - R + Hy0

Radical libre organico

RH  + H’ - R+ Hy

Radical libre organico

RH + HO3 o R+ Hy0p
Radical libre Peréxido de

otgdnico hidrégeno

2.2.4. Reacciones entre moléculas orgénicas (RH) y radicales
libres orgénicos ( R').

2.1.2. Efectos Genéticos de la Radiacion lonizante.

El ADN es la molécula portadora de la informacion genética que regula las funciones
celulares tanto en el crecimiento como en la diferenciacién y que se transmite de una célula
a sus descendientes o de un organismo a otro,

Los polipéptidos que se producen por la traduccion del acido ribonucléico mensajero
(ARNm) que a su vez es producto de la transcripcion del ADN, llevan a cabo funciones
celulares especificas y su actividad depende totalmente de la secuencia de aminoacidos
que los constituyen. Por lo tanto, los cambios en la secuencia de bases del ADN se
expresaran como errores en la secuencia de aminoacidos de las proteinas y éstas no
podran llevar a cabo sus funciones adecuadamente o las realizaréan en forma deficiente
(Alberts y col., 1989),

Si ademas consideramos que a diferencia de otras moléculas que constituyen a las
células, el ADN no tiene la posibilidad de ser recambiado continuamente, entonces las



consecuencias a nivel celular por el dafo inducido en el ADN son mucho mas graves que
las que se sufren por el causado en otras moléculas. Por tal razdn, se ha considerado que
el ADN es la molécula blanco mas vulnerable de la célula (Sanders y Kathren, 1983).

Cuando la radiacion incide sobre el ADN se generan varios tipos de lesiones como
son las rupturas de cadena sencilla y doble, rompimientos en los puentes de hidrégeno,
cambios en el esqueleto azucar-fosfato, formacién de enlaces cruzados, dafo en las bases
nitrogenadas, modificacidn en la secuencia de las mismas, entre otras. Todas estas
alteraciones impiden que el ADN funcione adecuadamente tanto en la sintesis como en la
franscripcién y ademas traen como consecuencia la produccion de aberraciones y/o
mutaciones cromosomicas (Figura 2.3.) (Kedar, 1984).

AGENTE 'MUTAGENICO
FISICO O QUIMICO

REEMPLAZAMIENTO, DELECION CAMBIOS ESTRUCTURALES. Y/0
O ADICION DE BASES KUMERICOS EN LOS CROMOSOMAS

MUTACIONES GENICAS ABERRACIQNES CROMOSOMICAS

Figura 2.3. Efectos genéticos de la exposicion a mutégenos
fisicos o quimicas.



Las mutaciones génicas son el resultado del reemplazamiento, delecion o adicidon de
una simple base en la secuencia normal de un gene. Las aberraciones cromosomicas se
caracterizan por cambios en el nGmero y/o 1a astructura fisica de los cromosomas. Estas
implican rompimientos que provocan pérdidas o rearreglos de fragmentos cromosdmicos.
Todos los genes pueden sufrir alteraciones en forma "espontanea”, pero (a frecuencia de
éstas se incrementa cuando las células se irradian o se exponen a diferentes agentes
quimicos o fisicos. Cuando las mutaciones aiteran la actividad del producto génico causan
consecuencias dafinas para la celula ¢ incluso para el organismo .

Los darios inducidos en el ADN por radiacidon son susceptibles a ser corregidos
mediante algin mecanismo intrinseco de reparacion celular. Este mecanismo puede operar
permitiendo la recuperacion de la secuencia original, o bien mediante la reparacién infiel
que elimina la lesidn pero produce algin cambio o alteracion en la secuencia de
nuclesdtidos, En el segundo caso, la mutacion se fija y desencadena procesos relacionados
con el cancer y el envejecimiento prematuro en celulas somaticas principlamente, o da lugar
a esterilidad o descendencia afectada cuando se dafan las células germinales. En algunas
ocasiones dichas mutaciones pueden ser letales y causar la muerte celular (Figura 2.4}
(Brusick, 1987).

En resumen, la radiacién ionizante induce cambios en el ADN dando origen a
informacidén alterada para la produccion de proteinas y enzimas que son esenciales para
mantener la estructura y funcién celular. Las principales consecuencias del dafio al ADN
por radiacién son las mutaciones génicas, aberraciones cromosémicas estructurales y/o
numéricas, intercambios en las crométidas hermanas, microntcleos, retardo o inhibicién
mitotica, mitosis anormal, alteracidén meiética y muerte celular (Pizzarello, 1982).
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Figura 2.4. Efectos de la radiacién ionizante sobre el ADN.
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2.1.3. Efectos Genéticos de la Radiacion lonizante sobre las Células
Germinales.

El estudio de los efectos de |a radiacion 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 ohservd esterilidad inducida en conejos y en cuyos expuestos a
rayos X. Los machos irradiados se aparearon con hembras no expuestas a radiacion y en
ningun caso se produjeron descendientes a pesar de que no hubo pérdida de la potencia
sexual. Los estudios histolégicos revelaron azoospermia en todos los casos, siendo éstala
causa de la esterilidad. Posteriormente, se observaron efectos similares con diferentes
fuentes de radiacion ionizante, ademas de detectarse una severa atrofia testicular (Sanders
y Kathren, 1983). Mas adelante se reportd la esterilidad en humanos en individuos que
recibieron irradiacion terapéutica en la regién perineal y en algunos trabajadores
relacionados con el manejo de fuentes radiactivas (Selman, 1983).

Afios mas tarde se disefaron algunos experimentos para evaluar el efecto de la
radiacion en células germinales femeninas. Analizando los ovarios de conejas irradiadas se
evidencié una disminucién notable en el tamario de este drgano y en el numero de foliculos
de Graaf, sin lesionar considerablemente la glandula intersticial ni el cuerpo lteo. Los
dafios inducidos por radiacion en el ovario, no sdlo reducen el numero de ovocitos
causando esterilidad, sino que también disminuyen la produccién de hormonas sexuales
femeninas debido a las alteraciones en la ovogénesis. De esta forma la esterilidad
causada por radiacion o el dafio inducido en los ovarios puede provocar menopausia
prematura temporal o permanente (Casarett, 1980; Sanders, 1983).

Desde estas primeras observaciones a la fecha se ha trabgjado ampliamente en
este campo y existe una gran cantidad de literatura al respecto.

Algunos de los parametros que se han utilizado para evaluar el dafo inducido por
radiacién ionizante en células germinales son:

A).-  Aberraciones Cromosémicas. Las aberraciones cromosémicas mas
frecuentes son: translocaciones reciprocas, deleciones y dicéntricos, producto de
rompimientos de cadena sencilla y doble del ADN.

Se ha descrito que la radiacién ionizante incrementa la frecuencia de
translocaciones reciprocas (TR) en espermatogonias de varias especies de mamiferos
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como ratones, monos y seres humanos. Las translocaciones se detectan en
espermatocitos primarios en diacinesis o metafase | y la induccidn 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 mas estudios en
relacion a la induccion de TR por exposicion a dosis agudas o cronicas con diferentes
velocidades de dosis (Tobari y col., 1988).

Pomerantseva y col. (1984) observaron que la induccidon de TR por exposicion a
dosis crénicas de radiacién gamma en ratén es menor que 1a provocada por dosis agudas.
Ademas reportaron que la frecuencia de TR después de exposiciones cronicas es mayor
cuando la velocidad de dosis es menor. Sugieren que esto tal vez se deba a: 1) cambios en
la capacidad de reparacién, o 2) reduccion en ia mortalidad de las espermatogonias mas
radiosensibles a bajas velocidades de dosis, con lo cual se reduce la seleccion de células
danadas. El protocolo utilizado en estos experimentos no es adecuado por que implica la
irradiacién de los organismos durante anos, lo cual puede afectar la frecuencia de TR
debido tanto a la reduccion de las lesiones por reparacion 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 crénicas (van Buul y col., 1986). Esta reduccidn es mucho menor en el mono
que la reportada en el ratén (Searle y col., 1871). Parece que las espermatogonias del
mono rhesus son menos susceptbles a la muerte por exposicidn crénica a radiacion
gamma, lo cual contribuye al factor de reduccion bajo observado en esta especie en
comparacion con el ratén.

Otro dato interesante obtenido en el mono rhesus es que la relacion entre
aberraciones cromosémicas inducidas en células somaticas y germinales es de 2511 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 reparacion pueden ser responsables de este comportamiento (van Buul, 1976).

Asimismo, se ha determinado que fa frecuencia de TR causadas por distintas dosis
de rayos gamma en espermatogonias es menor en el mono Macaca mulatta (thesus) que
en el Macaca fascicularis. Al evaluar el efecto de ia velocidad de dosis en esta dltima se
detectd que la exposicion a dosis cronicas origina solo 1/10 de las TR provocadas por las
agudas. En este sentido también existe una marcada diferencia con respecto a. M.mulatta,
ya que no se observa efecto tan pronunciado en relacion 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 maxima 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 afio y que no hay
cambics en la reproduccion relacionados con las estaciones anuales. Por lo tanto, en esta
especie se irradian espermatogonias en division activa (Matsuda y col.,, 1985b). Sin
embargo, existen trabajos que contradicen dicha hipétesis de influencias estacionales (Adler
y Erbelding, 1988; van Buul, 1991). '

Los monos M. fasciculans muestran radiosensibilidad a la induccion de TR
semejante a la del criceto chino, ratdn, conejo y humano. Por esto se han considerado un
buen modelo para estimar el riesgo de exposicidn a radiacion ionizante en el hombre
(Matsuda, 1985b; Tobariy col., 1988).

Coogan y Rosenblum (1988) utilizaron la técnica de elucidon neutra para evaluar la
respuesta genotoxica en ciertos tipos celulares especificos de la linea germinal en ratas,
analizando la produccion de rompimientos de doble cadena (RDC) por radiacion gamma en
el ADN de espermatogonias, espermatocitos proleptoténicos, espermatocitos paquiténicos y
espermatidas. Observaron que la induccidon de RDC es dependiente de 1a dosis en todas las
células, siendo mas sensibles las espermatogonias y los espermatocitos preleptoténicos
que las demas células. Los distintos tipos celulares mostraron una capacidad similar para
reparar las RDC después de 3000 rad, dicha reparacién fue rapida (45 min) e incompleta
(40%).

B).- Modificaciones en el Complejo Sinaptonémico.

Algunos autores han considerado que la incidencia de anormalidades estructurales
en el complejo sinaptonémico (CS) de espermatocitos primarios en paguiteno es un
indicador mas sensible para determinar efectos de radiacion que la incidencia de
muitivalentes y translocaciones reciprocas en espermatocitos primarios en diacinesis o
metafase | (Baker y col., 1991).

El numero de multivalentes inducidos en espermatocitos de criceto sirio por rayos X
fué mucho mayor en paquiteno que en diacinesis o metafase |. Estos datos apoyan la idea
de que el andlisis del CS es de gran utilidad para estudiar los efectos de diversos



tratamientos sobre células germinales, ya que el analisis de células en diacinesis o
metafase pueden subestimar la cantidad del dafio inducido por radiacién en estas células
(Cawood y Breckon, 1983; 1985).

C).- Cinética de Proliferaciéon Celular.

Estudiando la cinética de proliferacion celular en espermatogonias de ratén mediante
el métode de marcaje con BrdU in vivo, se ha determinado que la exposicién a radiacién X
induce una disminucién considerable en la actividad mitdtica 1a cual es dependiente de la
dosis. Esta reduccion puede ser reflejo tanto de retardo mitético como de muerte celular
(Momaki y van Buul, 1982).

D).- Malformaciones Congénitas.

Otro parametro utilizado para evaluar el riesgo genético de la radiacidon a nivel
reproductor, es la ocurrencia de malformaciones congénitas en la descendencia de
animales irradiados antes de la concepcion.

Kirk y Lyon (1984) reportaron que la irradiacion en ratones machos, tanto en
espermatogonias como en estados post-meidticos, causa malformaciones congénitas en la
descendencia dependiendo de la dosis. Observaron que las espermatogonias son menos
sensibles que las células en etapas post-meidticas. En estas Uitimas, se obtuvo evidencia
de que las espermdtidas tempranas son mas sensibles que las tardias y que los
espermatozoides. El tipo de anomalia mas comunmente encontrado fue el enanismo y
despues malformaciones en el tubo neural.

Datos similares fueron descritos por Nomura (1988), quien ademas de estas
malformaciones, observd paladar hendido, parpado abierto y exencefalia. También
encontrd que las espermatogonias son menos sensibles a los rayos X que los
espermatozoides y los espermatocitos primarios y en hembras los ovocitos inmaduros
fueron mas sensibles que los madures. Las dosis de rayos X que duplica |la frecuencia
espontanea de anomalias prenatales (dosis de doblaje) fueron: 12 rad para
espermatozoides, 27 para espermatogonias y 19 para ovocitos inmaduros. Asimismo, se
analizd la herencia de las alteraciones en la linea germinal que causan anomalias
fenotipicas viables y se detectd que éstas se transmiten a varias generaciones. Aunque no



se determind que tipo de mutaciones son las causantes de las anomalias se sugirié que
ciertas deleciones o inversiones cromosémicas deben estar involucradas.

Dado que las anormalidades fenotipicas detectadas en humanos son muy
semejantes a las reportadas en ratén, se ha considerado que la informacién obtenida de
estos estudios es muy Util para evaluar el dafio genético inducido en humanos.

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

Al estimar la supervivencia de células germinales de raton después de diversas dosis
de radiacion ionizante por medio de cortes histoidgicos y técnicas citométricas, se ha
determinado que la radiacion reduce el numero de células germinales en forma
dependiente de la dosis. Sin embargo, ia capacidad de regeneracion de estas células en el
epitelio seminifero es sorprendentemente elevada. Aun después de la exposicion 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 raton se
recupera (Hacker-Klom, 19885).

van Alphen y De Rooij (1986) y van Alphen y col. (1988 ; 1989b) han realizado varios
experimentos para analizar la reduccion en el nimero de las espermatogonias del epitelio
seminifero del mono rhesus (M. mulalta) después de radiacion X. Estos autores han
detectado que durante los primeros 8 dias después de la irradiacion (0.5-4.0 Gy), hay una
disminuciéon gradual de las espermatogonias A palidas {eAp), que se dividen continuamente
y dan origen a ias espermatogonias B, mientras que el nimero de espermatogonias A
ohscuras (eAo), que son no proliferantes o de reserva, no cambia significativamente, Entre
el dia 8 y 14 se observé una notable reduccion en el nimero de las eAo junto con un
aumento en las eAp. Estos datos indican que las eAo en reposo se activan entre los dias 8
y 14 hacia eAp y después ambas decrecen continuamente hasta el dia 44 en el que ya
desaparecen totalmente del epitelio seminifero.

Las espermatogonias tipo B son mas sensibles que las A ya que durante los
primeros 4 dias después de la irradiacion se mueren rapidamente y sdlo sobreviven algunas
cuando son irradiadas con dosis menores a 0.5 Gy (van Alphen y De Rooi}, 1986). También
notaron que los niveles de ciertas hormonas como la foliculo estimulante (FSH) y la
luteinizante aumentan después de la irradiacién, mientras que la testosterona permanece
constante. Este mismo efecto fue observado en ratas por Pinon-Lataillade y col. (1991). Se
postuld que la FSH tiene un efecto radioprotector asumiendo que dispara la transformacién
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de espermatogonias Ao en Ap (van Alphen y col., 1988). Tal vez la radiosensibilidad de las
espermatogonias del mono rhesus esta relacionada con su baja actividad proliferante (van
Alphen y col., 1989a).

También se ha considerado importante estudiar 1a tasa de fertilizacion in vitro con
espermatozoides de organismos irradiados. En este sentido, Matsuda y col, (1985a)
analizaron la frecuencia de ovulos fecundados in vitro por espermatozoides obtenidos
semanaimente (1-9 semanas) del epididimo de ratén después de irradiacion testicular con
200 rad de rayos X. Observaron que el nimero de huevos fertilizados permanece constante
(90-98%) hasta la cuarta semana; entre ésta y la sexta semana la tasa de fertilizacion
declina drasticamente hasta alzanzar el nivel mas bajo (30-50%) y de ahi se va recuperando
hasta la octava semana. Esta tendencia se evidencid independientemente de la
concentracion de espermatozoides utilizada. Los resultados indican que el estadio mas
sensible a la radiacién X en términos de la capacidad para fecundar del esperma es la
espermatogonia tardia o el espermatocito primario. Al notar que la reduccion en la tasa de
fertilizacion no pudo compensarse aumentando la concentracién de espermatozoides, se
sugiri6 que dicho efecto no depende tanto del nimero, sino de la proporcion de
espermatozoides con anormalidades morfoldgicas o defectos que alteren la capacidad para
fertilizar.

2.2, LOS ICHCOMO INDICE DE DANO GENETICO

Uno de los parametros utilizados para la evaluacién del dafio genético inducido por
ciertos agentes fisicos y quimicos es el intercambio en las cromatidas hermanas (ICH).

Este evento citogenético se detecta en cromosomas metafasicos cuyas cromatidas
se puedan tefir en forma diferencial. La produccién de los ICH involucra rompimientos y
reuniones de doble banda entre las moléculas de ADN de las croméatidas hermanas de un
mismo cromosoma.

La primera evidencia directa del iCH fue obtenida por Taylor (1957) con la ayuda de
técnicas autorradiograficas en células de Bellevalia romana, Permitiendo la duplicaciéon de
los cromosomas por un ciclo en presencia de timidina tritiada (3Hdt) seguido por un ciclo en
un medio sin ésta, observo que los cromosomas presentaban una cromatida marcada y otra
sin marca. Asimismo, detectdé que frecuentemente se presentaban alteraciones en el
marcaje de los cromosomas de segunda division, ya que algunos fragmentos de la
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cromatida marcada se intercambiaban con la no marcada y visceversa. Este método
autorradiografico no constituyé un sistema adecuado para determinar la frecuencia de ICH
debido a su resolucion limitada y al requerimiento de (3Hdt) que induce ICH per se.

Posteriormente, Latt (1973) desarrolldé otra técnica que se basa en la incorporacion
del analogo de base 5-bromo-2'-desoxiuridina (BrdU) durante al menos el primero de dos
ciclos de divisidn y la tincién con un colorante fluorescente bibenzimida 33258 Hoechst.
Dado que el atomo de bromo del analogo reduce la fluorescencia del colorante, al analizar
las preparaciones en el microscopio la cromatida sustituida bifilarmente se observa opaca
mientras que ja sustituida unifilarmente se observa brillante. Esta alternativa constituyd una
técnica de alta resolucién, sin embargo tiene la desventaja de que la fluorescencia se
desvanece rapidamente.

Las técnicas para detectar ICH se han modificado a través del tiempo y en la
actualidad se utiliza mas la técnica de fluorescencia mas Giemsa. Esta consiste en [a
incorporacion de BrdU durante al menos el primero de dos ciclos replicativos, el tratamiento
de los cromosomas con algun colorante fluorescente, luz negra y finalmente la tincion con
Giemsa. De esta forma se obtienen cromosomas tefiidos diferencialmente en forma
permanente que facilitan la deteccion de los ICH con el microscopio 6ptico (Perry y Wolff,
1974) {(Figura 2.5).

Existen varias formas para administrar la BrdU in vivo, como la aplicacién de
inyecciones intraperitoneales multiples (Allen y Latt, 1976b), infusiones subcutaneas (Pera y
Mattias, 1976), intravenosas (Schneider y col., 1976) o por implantacion de una tableta
(Allen y col., 1977, King, 1982). Morales-Ramirez y col. (1984b) desarrollaron otro método
alternativo que consiste en la inyeccién intraperitoneal del anélogo adsorbido a carbén
activado. Este procedimiento ademas de ser méas sencillo y rapido, ha permitido lograr una
clara diferenciacion entre las cromatidas hermanas tanto de espermatogonias como de
células de la glandula salival y de la médula 6sea. Los resultados obtenidos con este
sistema son practicamente iguales a los reportados con implantacién de la tableta (Madrigal-
Bujaidar y Sanchez-Sanchez, 1991), con la ventaja de ser mas sencillo.

Se sabe que los ICH ocurren con una frecuencia basal determinada para cada tipo
celular. En ratones de la cepa Batb/c; el valor més bajo se ha obtenido en espermatogonias
(1.7 ICH/célula), el mas alto en células de la glandula salival (5.6 ICH/célula) y las células de
la médula ésea presentan frecuencias basales intermedias (3.5 ICH/célula) (Morales-
Ramirez y col., 1984b). Existe evidencia de que la BrdU requerida para la diferenciacion de



las cromatidas hermanas es responsable directa o indirectamente del valor basal. Se han
hecho estimaciones de la frecuencia espontdnea de ICH y ésta ha resultado igual a 0.15
ICH/cel/ciclo, 1a cual es sustancialmente menor que la basal (Morales-Ramirez y col. , 1987).

Cromosoma ADN

1a Dlvision
con Brdu Formacidn
de ICH

1 bl

Cromosoma sin ICH Cromosomacon

s N T e
& Ul &

Cromosoma Cromesoma con Cromosema con
sin ICH ICH detectabla ICH detectable

Figura 2.5. Visualizacién de los intercambios en las cromatidas
hermanas (ICH) producidos en células de la primera y/o
segunda division.

Se ha demostrado que agentes quimicos con diversas formas de accidn tienen la
capacidad de inducir ICH en varios sistemas. Entre ellos se encuentran la mitomicina C
(MMC), metiimetano sulfonato (MMS), etilmetano sulfonato (EMS), ciclofosfamida (Perry y
Evans, 1975; Morales-Ramirez y col., 1980;1984b), afidilcalina, adriamicina, fluorocromo
33258 Hoescht, mostaza nitrogenada, mostaza de quinacrina, 4-nitrogquinolina-1-oxido
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(Perry y Evans, 1975); porfiromicina, decarbamoil mitomicina C (Carrano y col., 1879);
hidroxiurea, 1-D-arabinofuronasil y citosina (Ishii y Bender, 1980).

Los agentes fisicos que inducen ICH son: fuz uitravioleta (Wolf y col., 1974), luz azul
fluorescente (Kato, 1977), uitrasonido (Liebeskind, 1979), calor (Kato, 1980), luz visible
. (Schvartzman y Gutiérrez, 1980) y radiaciones ionizantes (Abramovsky, 1978, Fornance y
col,, 1980; Renault, 1982; Morales-Ramirez y col., 1983, 1984a, 1988).

2.2.1. La Radiacién lonizante 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 cromosémicas y consideraron que la radiacién ionizante
no es un buen inductor de iICH o que las lesiones producidas se reparaban répidamente.

No obstante, Morales-Ramirez y col. (1983) detectaron incrementos significativos en
la frecuencia de ICH en células de méduia 6sea de ratén con su ADN unifilarmente
sustituido con BrdU, expuestas a dosis tan bajas como 0.12 Gy, La dosis de dobigje
calculada fue de 0.4 Gy que es 10 veces menor que la reportada por Perry y Evans en
1875. Se ha considerado que no es adecuado utilizar ia dosis de doblaje como criterio de
comparacion para evaluar los efectos de la radiacién en diversos tipos celulares cuando las
frecuencias basales de ICH son totalmente distintas. Asi por ejemplo, la frecuencia basal en
médula osea in vivo es de 3.6 ICH/céluia, mientras que la de células CHO in vitro es de 12.2
ICH/célula, es decir 3 veces mayor que la primera. incluso resulta menos recomendable
aun fa comparacion de la dosis de doblaje para sistemas en los que se evaliian parametros
con frecuencias basales muy diferentes tales como ICH y aberraciones cromosémicas (0.05
Icélufa).

Existen varios estudios que demuestran que la radiacion 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-Ramirez y col,, 1983, 1984a), Este incremento en fa frecuencia
de ICH puede provocarse tanto en células con su ADN sustituido o no con BrdU (Perry y
Evans, 1975; Morales-Ramirez, 1984a; b). Incluso Littlefield y col. (1979) af no detectar
aumentos en la frecuencia de ICH en linfocitos humanos irradiados in vitro en etapa Gg con
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dosis de 150-300 rad de rayos gamma, supcnen que la induccién de ICH por radiacion
ionizante reportada en células con su ADN sustituido con BrdU, se debe al efecto aditivo de
la misma.

Se ha observado que la presencia de oxigeno eleva en mayor proporcién la
frecuencia de aberraciones cromosémicas que |a de ICH causados por radiacién gamma en
células de Vicia faba. Estos datos aunados a la observacion de que el oxigeno produce un
mayor nimero de rompimientos de cadena senciila que de bases dafiadas por exposicion a
rayos X, permiten concluir que los ICH se ocasionan por alteraciones en las bases mas que
por rompimientos de cadena sencilla (Andersson y col., 1981). Al comparar la cinética de
produccion de ICH y aberraciones cromosomicas inducidos por rayos X, se sugirié que la
formacién de ambos eventos es independiente, Por otro lado, Abramovsky y col. (1979)
detectaron formacién de ICH en linfocitos humanos cultivados e irradiados con rayos
gamma a dosis de 25-200 rad tanto en G4 como en G, siendo mayor en la primera etapa.

Morales-Ramirez y col. {1983, 1984a), han determinado que la radiacion gamma
puede originar ICH tanto en células con su ADN sustituido con BrdU como en aquellas cuyo
ADN no ha incorporado dicho analogo. Sin embargo, reportaron que la BrdU sensibiliza al
ADN respecto a la inducciéon de ICH por radiacibn gamma. Los mismos autores han
obtenido evidencia de que !a lesidn provocada por radiacion gamma que produce ICH en
células de la médula ésea de ratén in vivo antes de la incorporacion de BrdU, es estable y
no facilmente reparable persistiendo al menos por 8 ciclos celulares después de la
radioexposicién (Morales-Ramirez y col., 1984a). En 1988 reportaron que la radiacién
gamma causa lesiones capaces de originar ICH en el mismo locus en divisiones celulares
sucesivas (Morales-Ramirez y col., 1988).

En general, se puede decir que la formacion de ICH por radiacion depende de varios
factores como son: el sistema de prueba, dosis de radiacidn, dosis de BrdU, experimentos
in vivo o in vitro, etapa de| ciclo celular al momento de irradiar, etc., los cuales deben ser
tomados en cuenta para los disefios experimentales.
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23. LAS ESPERMATOGONIAS COMO MODELO EXPERIMENTAL

Las espermatogonias son células que pertenecen a la linea germinal y que por sus
caracteristicas tan particulares y por 1a trascendencia del tejido al que pertenecen, han
constituido un modelo relevante para el estudio del riesgo genético de mutagenos
potenciales. Son las células precursoras de los gametos masculinos, provienen de células
germinales primordiales que en cierta etapa de la embriogénesis migran hacia la génada y
posteriormente cuando el organismo alcanza la madurez sexual se diferencian, sufriendo

varias divisiones mitéticas y una meidtica, dando origen finaimente 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 tdbulos
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seminiferos y se dividen constantemente. Se han distinguido 3 tipos principales de
espermatogonias en mamiferos: las de tipo A, las intermedias y las de tipo B; éstas se
distinguen con base en la morfologia y tincién del nucleo (Cameron y col., 1971).

De las espermatogonias B se originan los espermatocitos primarios en los que se da
la sintesis premeidtica del ADN y no vuelve a haber replicacion en etapas posteriores de la
espermatogénesis. La profase del espermatocito primario, a diferencia de la del
secundario, comprende varias etapas: preleptoteno, leptéteno, cigdteno, paguiteno,
dipléteno y diacinesis; durante esta etapa ocurre la sinapsis de cromosomas homdlogos y el
entrecruzamiento por medio de fa formacion de! complejo sinaptonémico.

El espermatocito primario sufre la primera division meidtica dando origen a dos
espermatocitos secundarios, cada uno de los cuales rapidamente pasa la segunda division
meidtica formando dos espermatidas haploides. Posteriormente éstas se diferencian
mediante la espermiogénesis originando los espermatozoides que se liberan hacia el lumen
del tibulo seminifero completando el ciclo (Monesi, 1962; Kofman-Alfaro y Chandley, 1970;
Cameron y col., 1971).

La duracién de la espermatogénesis varia dependiendo de la especie, pero el
promedio generai 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 sensibiidad de las células germinales masculinas con respecto a ciertos
mutdgenos, depende de la etapa en la que éstas se encuentren al momento de la
exposicion. Algunos datos con agentes quimicos que actlan en etapas pre yfo post-
meidticas de las células germinales, indican que los estadios premeidticos son mas
resistentes a la induccidon de mutaciones (Brusick, 1987).

A diferencia de las células somaticas, las mutaciones provocadas en las células
germinales pueden persistir en la poblacion si no son letales y trasmitirse a través de
generaciones sucesivas. De tal forma, Jas nuevas mutaciones en cada generacion
subsecuente se suman a aquellas causadas en generaciones anteriores. Las Unicas
mutaciones que no persisten son fas letales dominantes y aquellas que producen esterilidad
en los individuos afectados. El tiempo de persistencia de una mutacién en las poblaciones
humanas es por lo general inversamente proporcional a la severidad de Ja misma (Brusick,
1987).

Otra situacion muy peculiar por la ubicacion del tejido germinal es la proteccion
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conferida por barreras morfoldgicas que dificultan o impiden el acceso de ciertas sustancias
hacia él evitando sus efectos adversos (Figura 2.7).

COMPARTBAENTO ADLUMINAL

N " | ESPERMATOZOIDES

ESFEHMIOE“O
SECUNDAIIO

ESPERMATOCITO
PRIMARID

Figura 2.7. Barreras celulares y compartimientos del epitelio
germinal. (Madificado de Russell, 1990)
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Una sustancia que llega a dafiar el genoma de los gametos masculinos, debe lograr
el acceso hacia las células germinales pasando por diferentes vias complejas para poder
ejercer sus efectos (Russell, 1990).

Para que una sustancia que estd presente en la sangre llegue a las células
germinales, debe atravesar primero la pared capilar y llegar al compartimiento intersticial en
los testiculos, transportarse entre las células perivasculares de Leydig y algunas ofras
células del intersticio como macréfagos, penetrando el espacio sinusoidal presente entre las
células intertubulares y los tibulos seminiferos. Traspasar Ja membrana exterior de los
tabulos seminiferos 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 [amina 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 lamina basal interna y se encuentra en el
compartimiento basal dentro de los tubulos seminiferos, 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; ademas constituyen complejos
Sertoli-Sertoli fuertemente unidos que conforman barreras especiales. Pasando el
compartimiento basal se localiza el adluminal en el que se acumulan las espermatidas y los
espermatozoides (Dym y Fawcett, 1970).

Ademas de las barreras que pueden impedir el acceso de ciertas sustancias, el peso
molecular y fa solubilidad de las mismas juegan un papel determinante en la penetracion
(Russell, 1980).

Muchos investigadores han utilizado este modelo para el estudio del efecto
mutagénico tanto de agentes fisicos como gquimicos (Cuadros 2.1 y 2.2).



Cuadro 2.1 Induccion de daiio por agentes fisicos en células germinales.

Agentes Fisicos

Indice de Daiio

Autores y Ao

Radiacion gamma

Aberraciones cromosomicas,
rompimientos dobles y sencillos
del ADN y mutaciones letales

dominantes,

Pomerantseva y Vilkina, 1974; van
Buul, 1976; Pomerantscva y
Ramaija, 1984; Pomerantseva y
col., 1984; Matsuda y col.,
1984;1985b; van Buul y col., 1986;
Adier vy Erbelding,1988; Coogan y
Rosenblum, 1988;Tobari y col.,
1988.

Radiacién X

Reduccion en la cantidad de
células, malformaciones
congénitas, aberraciones
cromosOmicas, alteraciones en el
complejo sinaptonémico,
cinética de proliferacion y

fertilizacidn in vitro.

van Buul, 1976; Momoki y van
Buul, 1982; van Buul v Léonard,
1984; Kirk y Lyon, 1984; Matsuda
y col., 1985a; van Alphen y De
Rooij, 1986; van Buul, 1986; van
Alphen y col., 1988; van Alphen y
col., 1989a; b; van Buul, 1991;
Backer v col., 1991.
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Cuadro 2.2. Induccion de daiio por agentes quimicos en células germinales.

Agentes Quimicos

Indice de Daiio

Autores y Aito

Etanol

Microniicleos, aberraciones

cromosomicas.

Tates y Natarajan,

1976.

Ciclofosfamida

Aberraciones cromosdmicas

Rathenberg, 1975,
Miltenburger v col., 1981,

Mitomicina C

Aberraciones cromosémicas.

Manyaka y
Schleiermacher, 1973.

Adriamicina, Metotrexato,

Procarbazina y

Actinomicina

Muerte celular y alteraciones

morfologicas,

Meistrich y col., 1982.

Procarbazina,Mitomicina
Cy

Busulfan.

Numero de  descendientes.

Ehling, 1980.

Ciclofosfamida,
Mitemicina C,
Metilmetano sulfonato,
4NQ-10, Bleomicina,

Procarbazina, Adriamicina

'y gosipol

Intercambios en las Cromatidas
Hermanas (ICH).

Allen y Latt, 1976a; b;
Palitti y col., 1982;
Abraham y Friinz, 1983;
Ren-Liy col., 1988,

Al hacer comparaciones del efecto que causan algunos mutdgencs en células
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germinales y somaticas, se ha reportado que las espermatogonias son menos susceptibles
de sufrir dafio que las células de medula ésea y bazo (Tates y Natarajan, 1976; Miltenburger
y col., 1881; Palitti y col., 1982).



2.3.1. Induccién de ICH en Espermatogonias

Particularmente se ha demostrado que diversos mutdgenos quimicos son capaces
de incrementar la frecuencia de ICH en espermatogonias, Por ejemplo, Allen y Latt (1976 a;
b) utilizando el método de inyecciones multiples 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 observé que Ia induccion de ICH es dependiente de
la dosis y por arriba de cierto limite, el nimero de metafases para analizar se reduce
considerablemente. Los resultados sugieren que estos farmacos son capaces de atravesar
las diferentes barreras que protegen a las espermatogonias y dafar el ADN de las mismas.
También se determind que tanto fas frecuencias basales como las causadas por los
agentes alquilantes son mayores en células de médula 6sea que en las espermatogonias,

Con el objeto de comparar la sensibilidad relativa de las espermatogonias con
células de bazo y médula 6sea de ratén suizo alkino, Palitti y col, (1982) analizaron tanto la
frecuencia basal como la inducida por ciertos mutdgenos 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 ias 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 ia produccién de ICH por estos mutégenos o que
los agentes externos no tienen acceso tan faciimente a ellas. Estos resultados fueron
observados iguaimente en ratones de la cepa NMR! 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 quifnioterapéuticos 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
determind gue las dosis de los farmacos citostaticos que causan incrementos significativos
de ICH en espermatogonias de ratén son muy semejantes a las que reciben los pacientes.
Por esta razén es tan importante evaluar la genotoxicidad que puede provocarse en
células germinales antes de cada administracion. El aumento observado en la frecuencia
de ICH por CF y MMC en estos experimentos en espermatogonias, es menor gue el
reportado en médula 6sea 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 clinicas no eleva
la frecuencia de ICH ni de microntcleos por encima de la basal, pero por arriba de éstas
aumenta el numero de ambos indicadores de dano. La dosis minima de gosipol que
incrementd significativamente la frecuencia de ICH fue de 12 mg/kg/dia en espermatogonia,
mientras que para médula fue de 4 mg/kg/dia. El aumento detectado se relaciona
directamente con |la dosis administrada. A pesar de que en estos experimentos se utilizaron
cantidades mayores que las empleadas clinicamente, no se puede negar la posibilidad de
que el gosipol dafe el material genético de los pacientes. Dadas las caracteristicas de este
agente, no se aconseja su uso por periodos prolongados y es recomendable dejar pasar 2 6
3 meses para la concepcidn después del tratamiento (Ren-Li y col., 1988).

2.4. REDUCCION DEL DANO INDUCIDO POR RADIACION:
RADIOPROTECCION

Dado que las poblacicnes humanas se encuentran expuestas a diferentes fuentes
de radiacion, tanto naturales como artificiales, desde hace varias décadas se comenzo a
investigar la posibilidad de protegerse contra los dafios inducidos por éstas.

Cualquier sustancia que se administra antes de la exposicidn a radiacién y que
atenua o evita los efectos daninos de la misma, se considera como un radioprotector. Los
objetivos principales del estudio de la medificacidn del dafto por radioprotectores son: 1)
Conferir proteccion a los individuos que se encuentren expuestos a radiacion; 2) Proteger a
los tejidos normales durante las terapias de irradiacion de tejidos malignos y 3) Ampliar el
conocimiento sobre los mecanismos de induccion de dafio por radiacion (Pizzarello, 1982).

Se han hecho una gran cantidad de experimentos en relacion a la capacidad
radioprotectora de varias sustancias de diversa indole, no obstante la mayoria parece tener
efectos toxicos a las dosis mas efectivas, Sin embargo, se ha logrado obtener bastante
informacion sobre los mecanismos involucrados tanto en la produccion del dario como en la
disminucion del mismo.

Los compuestos que se han analizado tienen diferente capacidad radioprotectora, la
cual depende en parte de sus caracteristicas fisico-quimicas y de otros factores como la
dosis de radiacion, la ruta y tiempo de administracion, el animal de experimentacion y el
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tiempo de exposicion. Los radioprotectores mas comunes son sustancias quimicas que se
han estudiado ampliamente y se han dividido en cinco grupos principales (Pizzarello, 1982):

1) Aminoticles. Son compuestos con grupos NHo y SH, como la cisteina, cisteamina,
dihidrobromuro de aminoetil-isotiourea (AET) y 2-mercaptoetiiguanidina (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) Ofros compuestos con azufre. Algunos de los mas efectivos son tiourea, tiouracilo,
ditiocarbamato, ditioxamidas, tiazolinas, sulféxidos y sulfonas.

3) Agentes Farmacolégicos. Aigunos agentes como el alcohol etilico confieren proteccion
contra la radiacion X en ratones, tal vez debido a la depresion respiratoria que a su vez
produce hipoxia. Ciertos analgésicos como la morfina y la heroina y varios tranquilizantes
como la reserpina incrementan la LDsg vy el porcentaje de supervivencia celular en ratones,

4) Algunas Biomoléculas. Otras biomoléculas como la dopamina, histamina, serotonina,
epinefrina, acetil colina y algunas hermonas tienen determinado valor radioprotector.

5) Otros Agentes Radioprotectores, El cianuro, ATP, AMP, fluoroacetato de sodio, para-
aminopropiofenona y endotoxinas, también proporcionan diferentes grados de
radioproteccion.

De los agentes mencionados, ‘el 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 mas efectivas que los alcoholes
(etanol y metanol) para proteger contra la induccidn de anillos y dicéntricos por radiacién
gamma en linfocitos humanos (Sasaki y Matsubara, 1977).

Asimismo, el porcentaje de supervivencia de células de rifién humano cultivadas in
vitro es mayor cuando las células son irradiadas en presencia de cisteamina que en
condiciones de anoxia (Vergroesen y col., 1867). Evaluando el mismo parametro, Sato y
col. (1970) detectaron que la cisteamina es un radioprotector mas 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
produccion de mutaciones y lesiones letales (Pitra y col., 1977) y reduce las aberraciones
cromosémicas y el retardo mitético causados por radiacion (Yu y Sinclair, 1970).
lgualmente, la cantidad de rompimientos de cadena sencilla y doble inducidos por radiacién
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 accion protectora contra
la induccion de ICH por rayos X en finfocitos humanos in vitro y que también incrementa la
viabilidad celular especialmente a dosis por arriba de 100 rads.

En un estudio previo se observd que la administracion intraperitoneal de cisteamina
en ratones, antes de la exposicidén a radiacion gamma, protege a las células de la médula
ésea contra la produccion de ICH en forma dependiente de la dosis. Sin embargo, no se
observé efecto sobre otros parametros como tiempo generacional promedio, rupturas
cromosomicas e indice mitdtico. Dado que la cisteamina es un capturador de radicales
libres, se sugirid que la induccién de ICH es causada por los radicales libres originados per
el efecto indirecto de la radiacién (Mendiola-Cruz y Morales-Ramirez, 1989).

2.4.1. Mecanismos de Radioproteccion.

Se han propuesto diferentes mecanismos de accion 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 radiolisis del agua, al combinarse con ellos se evita
que reaccionen dafiando a otras moléculas blanco como el ADN (Roots y Okada, 1972).

La produccion de hipoxia por estos compuestos puede ser otro factor importante en
la radioproteccion. Asimismo, se ha considerado la posibilidad de que el grupo SH proteja
quimicamente a través de un enlace disulfuro, a las proteinas que son esenciales para las
funciones celulares (Sasaki y Matsubara, 1977).

En células de higado de ratén se observo que algunos compuestos SH reducen el
porcentaje de sintesis de ADN, por o que se ha propuesto que esta situacion podria dar
mas oportunidad para la reparacion del dano al haber mas tiempo antes de la duplicacién
(Mitzneg y Sé&bel, 1973). También se sugiere que posiblemente reducen los rompimientos
de cadena sencilla del ADN por rayos X, mediante una reaccion de reparacion a través de la
transferencia de H* a la porcion de azticares dariados (Lafleur y col., 1980).
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2.4.2. Radioproteccién en Células Germinales.

Es de particular importancia la radioproteccion que pueda ser conferida a las células
reproductoras para evitar darios en generaciones futuras. Uno de los criterios mas usados
en este aspecto durante los primeros arios 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 inyeccion de cisteamina o cistamina protege a ratones
hembra contra la esterilidad radioinducida. El numero de camadas obtenidas de ratonas
inyectadas con cisteamina o cistamina previo a la irradiacion, es 2.8 6 1.7 veces mayor
respectivamente, que el logrado de las hembras irradiadas sin tratamiento radioprotector
(Rugh y Wolff, 1957).

Al evaluar la accién de la cisteamina contra las mutaciones inducidas por rayos X en
espermatozoides de ratdn, se determiné que cuando el padre es tratado antes de la
irradiacion, se obtiene un considerable decremento (75%) en la tasa de muerte
postimplantacion con respecto al grupo no tratado. Ademas, el niimero de embriones vivos,
implantaciones/hembra, implantaciones totales y hembras prefiadas es casi igual entre el
grupo tratado con cisteamina e irradiado y el grupo testigo sin irradiar (Liining y Frolen,
1961).

El tratamiento con AET o mercapto-etiamina en ratones machos reduce
significativamente la frecuencia de translocaciones reciprocas inducidas por rayos X en la
primera fase meiodtica 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 ratén causadas por rayos gamma
(Pomerantseva y Ramaija, 1984).

Desafortunadamente, algunos de estos compuestos resultan citotoxicos a las dosis
mas 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 oxidacién, ya que la adicién de agentes reductores disminuye la toxicidad
de los mismos (McRae y Stich, 1979).

Con el afan de encontrar agentes radioprotectores menos toxicos, se organizé 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-aminopropilaminc)
etiifosforotioato (WR-2721) (derivado tiofosfatado de la cisteamina), que es un efectivo
protector contra el dafio inducido por radiacién, y que ademas de ser menos tdxico que ia
cisteamina confiere mayor proteccion a los tejidos normales que a los tumorales (Yuhas y
Yurconic, 1977). Se ha observado que este agente protege significativamente contra la
reduccion de espermatogonias A causada por radiacién gamma en ratén suizo albino
(Jaimala y col., 1984). Asimismo, se ha reportado que el pretratamiento con WR-2721 baja
la frecuencia de translocaciones reciprocas (TR) en espermatocitos primarios con una factor
de reduccion de 2.4. Este agente resultd mas 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 induccién de lesiones al ADN y muerte celular por radiacion gamma.
En dichos estudios, se observd que la mayoria de estos aminotioles eleva
considerablemente la supervivencia celular al estar presentes durante ia irradiacion.
Asimismo, reducen de manera dosis-dependiente la eficiencia con que la radiacion gamma
induce rompimientos de cadena sencilla y doble. Sin embargo, el nivel de proteccion
detectado para rupturas siempre fue menor que el encontrado para supervivencia celular,
Se sugiere que la radioproteccion no sdlo ocurre por la disminucion uniforme de los niveles
iniciales de distintas lesiones al ADN causadas por radiacién gamma. Tal vez ciertos tipos
particulares de dafo, que son cruciales para la supervivencia celular, son preferencialmente
evitados por estos agentes (Murray y col., 1988a; b; 1990).

En general, se puede decir que el futuro de la radioproteccién es aun incierto, pero
el continuo estudio de diversos agentes radioprotectores sigue proporcionando informacion
sobre los mecanismos de induccion de dafio por radiacién y proteccién contra el mismo.
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2.4.3. Clorofilina.

2.4.3.1. Caracteristicas generales

La clorofiina es un compuesto derivado de la clorofila, cuya estructura
quimica consiste de un anillo tetrapirrélico 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 a! centro y una cola hidrofdbica.

Mediante [a hidrélisis alcalina de la clorofila se sustituyen los grupos metil y
fitii por algun metal como sodio, cobre o potasio y las sales que se forman son las
metaloclorofilinas, que pueden aun contener magnesio (Kurk, 1962) (Figura 2.8).

CHaCH, cH,y

CHy C2Hg
[ o]

ey CH,
CH2 COONa
CHy CH,~COONa

- ] 2
COQ-FITOL ¢oo - Na
CLOROFILA a CLOROFILINA

Figura 2.8. Estructura quimica de la clorofila y de la clorofilina
cuprisédica. (Newmark, 1987)

Estas sales de color verde-azu! 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 ciciopentano (que existe en la clorofila), sin embargo en el
espectro de absorcidn visible se notan caracteristicas en comun con la clorofila.
Particularmente, la aparicion de una absorcién maxima pronunciada a 688 nm, es
andloga a la observada en los espectros de absorcion de soluciones concentradas
de clorofila-a. Esta caracteristica es atribuida a la formacion de dimeros de carbono
en la estructura porfirinica (Oster y col., 1964).

El alto grado de resonancia y la deslocalizacion 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 comenzo a utilizar este compuesto como agente terapéutico en
ciertos tipos de anemia. En estas primeras investigaciones, se observd que la
adrinistracion oral de la clorofilina a conejos anémicos acelerd ia regeneracion de
células sanguineas y elevo eficazmente los niveles de hemoglobina en pacientes
anémicos (Kephart, 1955). Se pensd que el organismo podria utilizar substancias
pirrélicas preformadas para la produccién de hemoglobina.

Asimismo, se estudi6 la accién de la clorofilina sobre la presion sanguinea de
sujetos normales e hipertensos. Se evidencid que la administracion oral de la
clorofilina regula la presion arterial en pacientes hipertensos sin causar efectos
téxicos. Esta accién se relaciona con la capacidad para reducir la arteriosclerosis
(Kephart, 1955).

También se demostré que la clorofilina sodica disminuye el tiempo de
coagulacion en el sangrado de individuos normales, lo cual podria tener aplicaciones
clinicas en el tratamiento del sindrome hemorragico (Buttitta, 1946).

Por otro lado, se comenzd a estudiar el efecto de la clorofilina sobre el
crecimiento celular in vitro. Smith y Sano (1944) reportaron que la adicion de
clorofilina (0.05 - 0.5%) al medio de cuitivo de fibroblastos embridnicos, provocéd una
respuesta inmediata de crecimiento eliminando el periodo de latencia (que dura de 6
a 18 hrs). Esta capacidad de estimulacién del crecimiento pudo mantenerse
afadiendo clorofilina al medio cada 48 h,



Con base en esta propiedad, la clorofilina se empezé a utilizar para acelerar
la cicatrizacion de heridas y quemaduras de la piel con buenos resultados (Kephart,
1955).

Krasnikova (1973) hizo un estudio detallado de la actividad mitética inducida
por clorofilina en heridas de la piel de ratones sin pelo. Observd un incremento en la
division celular en el epitelio de la herida y zonas vecinas, A los 21 dias del
tratamiento, el indice mitético fue 5 veces mayor que en el epitelio intacto. Bajo la
influencia de la clorofilina, la curacién de la herida procedié de manera usual pero
mds répidamente. 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 administracion continua intravenosa de clorofila-a
en pacientes con pancreatitis cronica ayuda a disminuir el dolor abdominal, la
nausea y el vomito 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 |a 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 quimicos en |la molécula de clorofila,
se asume que esta reaccion se da en el organismo y que contribuye notablemente
en el tratamiento clinico de pancreatitis. Dado que la clorofilina no es antigénica,
tiene ventajas como agente terapéutico en relacién a otros medicamentos (Oda y
col.,, 1971).

Se ha descrito que la clorofilina cupri-sodica {(Cu-Cl-Na) tiene accién
protectora contra la peroxidacion lipidica de microsomas y mitocondrias del higado
derata. La peroxidacion lipidica provoca la destruccion de biomembranas y deprime
sus funciones. Esta misma reaccién estd involucrada en ciertos procesos
degenerativos como el envejecimiento, fa arteriosclerosis, el dafio hepatico, entre
otros. Se sugiere que la clorofilina se absorbe en el higado y se distribuye en forma
activa entre mitocondrias, microsomas y fracciones solubles, funcionando como
antioxidante y confiriendo proteccién contra los procesos de desintegracion
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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 mayoria de los trabajos mencionados no se
detectaron efectos toxicos inducidos por la clorofilina.

Posteriormente se comenzaron a observar y estudiar las propiedades
antimutagénicas y radioprotectoras de la clorofilina.

2.4.3.3. Efectoantimutagénico y radioprotector de la
clorofilina

Se ha demostrado que 1a 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 facil manejo y de
baja 0 nula toxicidad, posee una capacidad antimutagénica efectiva contra gran
variedad de compuestos mutdgenos y carcindgencs tanto de accion directa como
indirecta (Ong y col., 1986).

incluso se ha reportado que la clorofilina puede ser mas 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 podrian usarse en |la prevencion de oncogénesis (Kimm y col., 1982).

Arimoto y col. (1980a;b) y Katoh y col.(1983) detectaron que algunos
pigmentos biolégicos como Ia hemina, biliverdina y clorofilina inhiben fa
mutagenicidad inducida por derivados de la pirrdlisis de amino acides y por algunos
hidrocarburos aromaticos policiclicos en células de mamifero V79 in vitro. Dado que
1a hemina y biliverdina se encuentran en el cuerpo humano y la clorofilina en plantas,
se asume que varios sistemas bioldgicos son protegidos por componentes
endodgenos contra los riesgos muta-carcinogénicos ambientales.

Al evaluar el efecto de varios compuestos presentes en la dieta sobre la
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mutagenicidad inducida per el benzo(a)pireno (B(a)P) y el humo concentrado del
cigarro en Salmonelia, Terwel y Van der Hoeven (1985) observaron que !a clorofilina
es una de las sustancias que reduce considerablemente la induccién 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 mutdgenos conocidos como el B(a)P, 3-metilcolantreno,
aflatoxinas, 2-aminoantraceno y MNNG; y de agentes quimicos potencialmente
peligrosos que se encuentran en el ambiente, como el humo del cigarro, emisiones
de motores diesel, polvo de carbdn y en mezclas complejas de la dieta como came
frita, jugo de uva, pimienta negra, vino tinto, etc. Se ha observado que la clorofilina
es un antimutageno mas efectivo que el retinol, el B-caroteno y las vitaminas C y E.

Utilizando el ensayo de transformacion morfologica en células de mamifero
(Balb/3T3), los mismos autores demostraron que la clorofilina inhibe la actividad
transformante de los mutagenos mencionados anteriormente. Este efecto es dosis-
dependiente y no se debe a inhibicion del crecimiento de las células transfermantes
(Ong y col., 1894).

Hadnagy y Seemayer en 1988, reportaron que la clorofilina inhibe
significativamente la frecuencia de ICH inducida por particulas contaminantes del
ambiente en linfocitos humanos in vitro,

La mayoria de los experimentos que se han disefado 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 demostro
que tanto la clorofila como la clorofilina inhiben las mutaciones somaticas inducidas
por Trp-P-2 (una amina heterociclica mutacarcinogénica que se encuentra en
algunos alimentos cocinados yén fluidos corporales de pacientes urémicos) (Negishi
y col., 1989). Asi mismo, reduce el nimero y proporcidon de mutaciones letales
recesivas ligadas al sexo inducidas por dimetil nitrosamina (Rodriguez-Arnaiz y
Zimmering, 1989).

Se ha observado que el tratamiento oral con clorofilina reduce la frecuencia
de aberraciones cromosémicas inducidas por algunos mutagenos en células del
epitelio colonico de ratas in vivo (Robins y Nelson, 1989).

Esta misma actividad de la clorofilina se evidencidé en relacion al efecto
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clastogénico de algunos carcindgenos en células de la médula ésea de criceto
chino. En comparacién con el R-caroteno, la clorofilina ha mostrado un efecto
anticlastogénico mas potente contra la induccion de todo tipo de aberraciones
cromosémicas (Renner, 1985; 1990).

Recientemente Dashwood y col. (1991) reportaron que la clorofilina tuvo una
potente actividad antimutagénica contra la aflatoxina B1 y 2 aminas heterociclicas
activadas por el sistema de metabolizacion del higado de trucha en Salmonella. De
igual manera, estos autores han disefiado varios experimentos para estudiar algunas
propiedades antimutagénicas de la clorofiina evaluando el metabolismo,
farmacocinética y cinética de unién de algunos mutdgenos 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 accion de la clorofilina (Dashwood y col., 1991; Dashwood,
1992; Dashwood y Guo, 1992; Dashwood y Liew, 1992).

Dada la actividad antimutagénica y anticarcinogénica de la clorofilina, por sus
caracteristicas quimicas como antioxidante y captadora de radicales libres, por su
alta solubilidad y baja toxicidad, se comenzd 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
clorofifina para atenuar o inhibir los efectos genotdxicos de la radiacién ionizante.

Con los experimentos realizados por Zimmering y col. (1990) se observé que
el tratamiento con clorofilina previo a la exposicion de las larvas de Drosophila a
radiacién gamma, redujo a un 50% la frecuencia de manchas sencillas tanto grandes
como pequedas e inhibidé 100% la induccién de manchas gemelas en las alas de los
individuos adultos. Estos resultados muestran la capacidad de la clorofilina para
reducir la frecuencia de mutaciones somaticas originadas por radiacion gamma,
actuando como radioprotector. En dicho trabajo no hay evidencia directa para
eliminar la posibilidad de que la reduccion encontrada haya sido el resultado de la
inhibicion del crecimiento celular provocado por clorofilina. Sin embargo, ese
proceso deberia ser altamente selectivo y existen datos en relacién al efecto nulo de
la clorofilina sobre el crecimiento celular (Ong, 1986; 1994). Ademas las dosis
usadas del compuesto no presentaron efectos toxicos.

También se ha notado que las levaduras (Saccharomyces cerevisiae)
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expuestas a radiacién X en presencia de clorofilina tienen un mayor porcentaje de
supervivencia y menor frecuencia de mutaciones (Bronzetti y col., 1990).

Recientemente, Morales-Ramirez y Garcla-Rodriguez (1994) realizaron un
trabajo para determinar si la clorofilina tiene propiedades radioprotectoras respecto a
los cambios causados en la frecuencia de ICH, indice mitdtico (IM) y tiempo
generacional promedio (TGP) por radiaicion gamma en células de 1a médula 6sea de
ratén in vivo, Se observé que efectivamente el tratamiento con clorofilina disminuye
en forma dependiente de la dosis la frecuencia de ICH inducida por radiacion.
Igualmente, este tratamiento evita 1a reduccion en el IM que causa la radiacion.
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 sugirié que el mecanismo de
accién de la clorofilina es por medio de |a captura de radicales libres.

El conjunto de resultados son congruentes a favor de la actividad
antimutagénica y radioprotectora de la ciorofilina y apoyan la posibilidad de su uso
para reducir los efectos de la exposicion de poblaciones humanas a ciertos agentes
genotdxicos.

2434, Mecanismos de accion de 1a clorofilina como
antimutageno 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 accion.

Al parecer el mecanismo es complejo y probablemente la clorofilina actia de
diferentes maneras dependiendo del agente mutagénico, sistema de prueba, dosis,
ensayo in vivo o in vitro, etc. Se han propuesto varias hipétesis en relacién 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 mutagenos
indirectos que contra los de accion directa, usando la prueba de Ames con
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Salmonella y la fraccion S9. Ellos sugirieron que la clorofilina interviene
inhibiendo 1a funcion de las enzimas del sistema de activacién metabblica,
Aunque no se descartd |a posibilidad de que pueda actuar directamente sobre el
mutageno para inactivario quimicamente. Ambos mecanismos ya se habian
postulado anteriormente para compuestos con estructura quimica 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 administracion intraperitoneal de
clorofilina en ratas evita efectivamente el deterioro de las funciones
microsémicas hepaticas que resulta de la peroxidacion lipidica inducida por el
acido ascorbico. Se consideré que este efecto es un reflejo de la actividad
antioxidante de la clorofilina (Sato y col. 1984). Ademas, 1a clorofilina disminuye
e inhibe la actividad de las enzimas hepaticas microsdmicas que forman parte
de! sistema de metabolizacion 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 actua atrapando o capturando radicales libres que pueden ser en gran
parte responsables de los efectos genotdxicos de varios agentes (Kimm vy
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 peroxidacién de lipidos in
vivo probablemente se deba a su accion como atrapador de radicales libres
(Sato y col., 1984).

Para elucidar el mecanismo mediante el cual la clorofilina reduce la induccion
de ICH por contaminantes ambientales en linfocitos, Hadnagy y Seemayer
(1988), hicieron algunos experimentos midiendo la produccion de
quimioluminiscencia en fagocitos polimorfonucieares (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 Oz, H202 y OH", que
deben estar involucrados en la formacion de ICH, rupturas en las cadenas del
ADN, mutaciones y juegan un papel importante en la iniciacion y promocién 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 mutacion puntual reversa, propusieron que este compuesto actlia
como capturador de radicales libres, apoyando las hipatesis anteriores.

Este es el mecanismo que se ha sugerido para explicar las propiedades
radioprotectoras de la clorofilina en células de la médula ésea de raton (Morales-
Ramirez y Garcia-Rodriguez, 1994), al igual que para otros radioprotectores
(Mendiola-Cruz y Morales-Ramirez, 1989).

3) Formacion de Complejos. Dada la estructura quimica de la molécula de
clorofilina, se considera que la facilidad de ésta para formar complejos por la
unién de mutagenos a su anillo tetrapirrélico, explica en parte el mecanismo del
proceso antimutagénico (Newmark, 1987). Se ha explicado que la clorofilina
ejerce su efecto antimutagénico bloqueando o capturando al mutageno, en su
configuracion metabdlicamente activa o inactiva, por medio de una reaccion
quimica nucleofilica dando origen a un producto inocuo (Morita 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 mutageno 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 accién de la clorofilina. Al analizar sus
propiedades antimutagénicas, utilizando como indice la unidén del mutageno
aflatoxina-B1 (AFB1) con el ADN hepatico en trucha arcoiris in vivo, estos
autores determinaron que dicho enlace disminuye conforme aumenta [a dosis de
clorofilina administrada conjuntamente con el mutdageno en la dieta. Estos
resultados apoyan la idea de que la clorofilina interactua directamente con el
mutageno reduciendo su distribucion al 6rgano blanco. Se infiere que el sitio de
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inhibicion 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-incubacion in vitro de clorofilina con 1Q
(2-amino-3-metil imidazo [4,5-f]-quinolina) atenta significativamente ia unién del
mutageno al ADN. Con la adicion de clorofilina al medio la absorbancia de 1Q
decae en el pico de 264 nm de manera dependiente de la dosis, o cual da
evidencia de [a formacidn de un complejo estable no covalente entre |a
clorofilina e IQ (Dashwood y Guo, 1992).

También observaron que la tasa de! metabolismo de IQ se redujo
notablemente en presencia de clorofilina. Esta interferencia en el metabolismo
puede darse por inhibicion de enzimas de activacién o disminuyendo la
concentracion del sustrato efectivo por interaccion directa con 1Q formando un
complejo molecular. Se sugirié que el mecanismo inhibidor de |a clorofilina debe
involucrar una interaccién 1Q-CL que aminora la biodisponibilidad del mutédgeno
(Dashwood, 1992),

Posteriormente observaron que el tratamiento con clorofilina in vivo reduce la
cantidad de 1Q recuperada en higado de rata y disminuye la unién 1Q-ADN como
se habia evidenciado anteriormente. Asimismo, se demostré claramente que la
clorofitina al 1% en agua de beber aumenta el total de dosis del mutégeno
excretado en orina y heces, evitando asi su absorcion y favoreciendo su
eliminacion (Dashwood y Liew, 1992),

El conjunto de estos resultados apoyan la hipotesis de que la clorofilina actua
como antimutageno o molécula interceptora, interactuando directamente con el
mutageno formando complejos y disminuyendo su interaccion y distribucion en
érganos blanco (Dashwood y Guo, 1992; Dashwood y Liew 1992).

2.4.3.5. Toxicidad
Dadas las posibles aplicaciones de fa clorofilina como agente terapéutico,

antimutagénico y radioprotector se ha considerado de gran importancia determinar
los efectos tdxicos colaterales que se pudieran producir.

Desde los primeros estudios, se observd que la administracion oral,
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intraperitoneal, intravenosa, intramuscular o subcutanea de clorofitina por varios
dias, a dosis equivalentes a 1-2 g en conejos, 100 mg en perros y 100-800 mg en
humanos, no produjo efectos toxicos calaterales (Kephart, 1955).

Con algunas pruebas de toxicidad se determind que la inclusion de 3% de
clorofilina en ia dieta de las ratas albinas a lo largo de su vida no dié indicios de
toxicidad en diversos aspectos. Lo anterior se baso en las siguientes observaciones:
1) La tasa de crecimiento, supervivencia, fertilidad y los factores sanguineos y
urinarios fueron normales, 2) No se det‘ecté patologia macro ni microscopica durante
la necropsia. 3) No se manifestd toxicidad metélica (por el Cu de la molécula de
clorofilina) en higado, rifién ni bazo y 4) No ocurrié fotosensibilizacién por aplicacién
intraperitoneal o local {(Harrison y col., 1954).

De estos primeros frabajos a la techa se ha acumulado bastante informacién
que apoya la inocuidad de la clorofilina.‘

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 administracion de clorofilina por diferentes vias, a dosis de 100 mg2 ¢ 3
veces al dia en pacientes geriatricos, 0.55 mg/dia en pacientes con pancreatitis, 0.8-
1.5 g/dia en pacientes hipertensos, 700 mg/dia en pacientes anémicos y 100 mg/dia
en pacientes cancerosos, no produce jfectos téxicos secundarios ni desencadena

1)

reacciones antigénicas (Oda y col. 1971) Young y Beregi, 1980).

En estudios de antimutagénesis se ha obtenido evidencia de que la clorofilina
no inhibe el crecimiento celular de Salmanella thyphimurium en diversos medios (Lai,
1979; Kimm y col., 1982; Ong y col., h986; 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 induce citotoxicidad en células V78 (Katoh y col.,
19883), Drosophila (Negishiy col., 1989), T:élulas del epitelio colénico de ratas (Robins

y Nelson, 1989), cultivos de S. thyphimurium (Warner y col,, 1991) ni en células
hepaticas de trucha arcoiris (Dashwood )) col., 1991).
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3.1.

3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

El objetivo general de este trabajo de investigacion fue estudiar el efecto de la

clorofilina sobre la frecuencia de Intercambios en las Cromatidas Hermanas (ICH) inducida
por radiacion gamma, en espermatogonias de ratén in vivo con su ADN sustituido y no
sustituido con BrdU.

3.2,

OBJETIVOS PARTICULARES:

3.2.1. Analizar el efecto de la exposicion a diferentes dosis de radiacién gamma
sobre la frecuencia de ICH.

3.2.1.1. Determinar el efecto de la radiacibn gamma sobre la
frecuencia de ICH, antes de la incorporacion de BrdU en el ADN.

3.2.1.2. Detectar el efecto de la radiacion gamma sobre la frecuencia
de ICH, después de la incorporacion de BrdU en el ADN.

3.2.2. Analizar el efecto del pretratamiento con clorofilina sobre ia frecuencia de ICH
inducida por radiacion gamma.

3.2.2.1. Determinar el efecto de la clorofilina sobre los dafios inducidos
por radiacion 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 induccién de ICH
por radiacion gamma en espermatogonias radiosensibilizadas mediante la
incorporacién de BrdU previa a la irradiacion.
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4. MATERIALES Y METODOS

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 Radiobiologia del Instituo Nacional de Investigaciones Nucleares y mantenidos en jaulas

de plastico con cama de aserrin, bajo condiciones controladas de temperatura, humedad y

periodos de luz-oscuridad. Fueron alimentados con comprimidos Purina Chow para
"roedores y agua ad fibitum.

4.2, PROTOCOLOS. Se uso un grupo testigo por cada grupo experimental, con un minimo
de 3 ratones en cada uno. En algunas ocasiones los experimentos se realizaron por
duplicado.

Al grupo testigo se le administrd bromodesoxiuridina (BrdU) al tiempo cero,
colchicina a las 53 h y se sacrificd por dislocacion cervical a las 56 h para la cosecha de
células,

Para analizar el efecto de la exposicion a radiacibn gamma sobre Ia frecuencia de
ICH en espermatogonias antes o después de la incorporacidon de Brdl, se incluyeron
ademas del testigo no tratado, grupos expuestos a diferentes dosis de radiacién gamma, 1
h antes o 26 h después de la inyeccion de BrdU, dependiendo del protocolo (Figura 4.1).

Para estudiar la capacidad radioprotectora de Ia clorofiina tanto en las
espermatogonias irradiadas antes de la incorporacién de BrdU como después de Ia misma,
se incluyoé ademas del testigo, un grupo tratado solo con clorofilina, otro con radiacién y los
grupos experimentales a los que se les administrd clorofilina por lo menos 4 h antes de la
irradiacion. Estos ensayos se realizaron irradiando antes o después de Ia incorporacién de
BrdU por un ciclo de divisién (Figuras 4.2y 4.3 ). '

Posteriormente los diferentes grupos experimentales fueron tratados de la misma
forma que el grupo testigo.
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GRUPO  TESTIGO:

e

BrdU ~.Colchicina
(0.8 mg/g . :
de peso)

GRUPO IRRADIADO ANTES DE BrdU:

S //

OB s

Rad. gamma Brdu

(0.75 Gy) (0.8 mg/g
de peso)

GRUPO IRRADIADG DESPUES DE Brdu:

~Colchicina > " Cosecha
(7.5 walg " =

v+ de;'peso)

560 |

0 26

Brdu Rad. gamma |chicin g ;\;Cosecha -
(0,8 mg/g {0,75. Gy) 7.5.w9d9 e DL
de ‘peso)

‘ge_péso),f

Figura 4.1, Protocolos para la evaluacién del efecto de la
radiacién gamma sobre la frecuencia de ICH en

espermatogonias de ratones Balb/c,
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GRUPO . TESTIGO:

e

0 . 53 - 5 h
BrdU Colchicina Cosecha
(0.8 mg/g o (7.5 wg/9
de peso): de peso)
GRUPO IRRADIADO ANTES DE Brdu:
-1 0 // 53 . 56 h
Rad. gamma BrdU Colchicina Cosecha' -
(0.75 Gy) - (0.8 mg/g (7.5 waltg: .- :
de peso)

GRUPO TRATADO CON CLOROFILINA ANTES DE Brdu:

de peso) -

~4 0 //
Clorofilina Brdu ‘ Colchicina
€100/200 po/g (0.8 mg/g '
de peso) de peso) de peso)_

GRUPO TRATADO COK <CLOROFILINA E

IRRADIADD ANTES DE BrdU:

-4 -1 0 / /
Clorofilina  Rad. gamma Brdl- Colchicina,- Cosecha ;|
(re0/200 pg/g9- (8.75 Gy) (0.8 mg/g (7.5 ug/g’ e
‘de peso) de peso) de peso)

Figura 4.2. Protocolos para la evaluacion de la clorofilina
como radioprotector en espermatogonias de ratones Balb/c
irradiados antes de la incorporacion de BrdlJ al ADN.
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- GRUPG

Test1co; -

GRUPO

0 } ce L - R ‘
“Brdu - s //
(0.8 mg/g
de peso)

IRRADIADO DPESPUES DE BrdU:

/R S/

Brdy Rad. gamna " " Colchicina Cosecha

(6.8 mg/g (0.75 Gy) T U=(7.5.palg

de peso) v de pgso}

GRUPO TRATADO CON CLOROFILINA DESPUES DE Brdu:

GRUPO

0 7/ 22 7/ 5 5% h

Brdu Clorofilina Colchicina . Cosecha
(2.8 ma/g (100/200 wg/g (7.5 pg/g
de peso) de peso) de peso)

TRATADO CON CLOROFILINA E IRRADIADO DESPUES DE BrdU:

0 // 22 26 // 53 56 h

Brdu Clorofilina - Rad. gamma Colchicina Cosecha
(0.8 mg/g (100/200 wg/g (0.75 Gy) (7.5 po/g
de peso) de peso) de pesol

Figura 4.3. Protocolos para la evaluacion de la clorofilina como
radjoprotector en espermatogonias de ratones Balb/c
irradiados después de la incorporacion de Brdl al ADN.

49




4.3. ADMINISTRACION DE BrdU. Los ratones fueron anestesiados con éter e inyectados
intraperitonealmente (ip) con una suspension de BrdU, previamente adsorbida a carbén
activado de entre 250-300 mallas (Morales-Ramirez y col., 1984b), a una dosis de 0.8 mg
de BrdU/g de peso, la cual se determind en ensayos preliminares como la 6ptima para
obtener una diferenciacion adecuada (Morales-Ramirez y col., 1989).

4.4, IRRADIACION. La irradiacién de los ratones se efectué en una fuente VicK Rad
(5000) que presentaba una velocidad de dosis de 2.6 Gy/min aproximadamente. La dosis
de radiacion recibida fue confirmada mediante dosimetros termoluminiscentes TLD-200 (4
cristales/dosimetro) que se colcaron en la region genital durante la irradiacion.

Las dosis de radiacion a que se expusieron los ratones antes o después de la
incorporacion de BrdU se seleccionaron considerando datos obtenidos en médula ésea
(Morales-Ramirez y col., 1983; 1984a). De la dosis inicial aplicada se calculS el doble para
el siguiente experimento y asi sucesivamente. Sin embargo, no se pudieron aplicar dosis
mayores a 1.0 Gy debido al alte porcentaje de muerte celular que dificultaba el anélisis de
ICH. Las dosis de exposicién en ambos protocolos son similares y las diferencias entre
ellas se deben a variaciones propias de la dosimetria y del dispositivo para irradiar.

Para la determinacion del efecto de la clorofilina sobre la induccion de ICH antes o
después de la incorporacion de BrdU, se selecciond la dosis de 0.75 Gy que inducia
incrementos significativos en la frecuencia de ICH sin afectar considerablemente el indice
mitético.

4.5. ADMINISTRACION DE CLOROFILINA. La clorofilina se administré en solucion acuosa
por via intraperitoneal a dosis de 100 6 200 pg/g de peso. Estas se eligieron con base en
los resultados logrados en médula 6sea (Morales-Ramirez y Garcia-Rodriguez, 1994).

4.6. ADMINISTRACION DE COLCHICINA. La colchicina se administré subcutaneamente en
solucion acuosa a una dosis de 7.5 pg/g de peso 3 h antes de la cosecha de células. En
experimentos anteriores se demostré que esta concentracion es la éptima para obtener
buena cantidad de espermatogonias en metafase (Morales-Ramirez y col., 1989; Cruz-
Vallejo y col,, 1991).



4.7. OBTENCION DE ESPERMATOGONIAS Y PREPARACION DE LAMINILLAS.
Basicamente se utlizd el método de Yamamoto y Kikuchi (1978) con algunas
modificaciones (Figura 4.4). Una vez sacrificados los ratones por dislocacion cervical, se
extrajeron ambos testiculos, se les quitd la tinica albuginea y se cortaron los tubulos
seminiferos en fragmentos pequenos, éstos se lavaron varias veces con PBS para eliminar
los espermatozoides y células meidticas. Posteriormente se incubd el tejido en 20 ml de
una solucion de tripsina al 0.1% en solucion libre de calcio/magnesio y acido etilendiamino
tetra-acético (EDTA) a 37°C con 30 ciclos de agitacion por minuto durante 5 min. Se
colecto el tejido disgregado, eliminando los fragmentos que no se separaron y se centrifugd
8 min a 2000 rpm. Se elimino el sobrenadante y el precipitado se lavé varias veces con una
solucion de EDTA, se centrifugd nuevamente y el paquete celular se resuspendié en 10 ml
de KCI 0.075 M y se mantuvo en incubacién a 37°C durante 5 min dejando sedimentar. El
sobrenadante se recuperé y se centrifugd a 500 rpm 5 min para obtener el paquete celular,
el cual se resuspendid en 0.5 ml de sobrenadante y se fijo durante 3 periodos de 5 min c/u
con 8 ml de fijador Carnoy (acido acético - metanol, 1:3). La suspension celular en fijador
se goted sobre portacbjetos limpios colocados sobre una placa de hielo y se flamearon al
mechero.

4.8. TINCION DIFERENCIAL DE LAS CROMATIDAS HERMANAS. La tincién diferencial de
las cromatidas hermanas se llevd a cabo mediante el método fluorescencia mas Giemsa
(FPG) de Perry y Wolf (1974) modificado por Goto y col. (1975). Las lamintllas se cubrieron
con & gotas de una solucion de Hoechst 33258 (5 ug/ml) en amortiguador fosfato-citrato (pH
7.0), se les colocé 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 ldmpara de luz negra durante 60-90 min. Se lavaron con agua destilada y se
incubaron en una solucién de cloruro de sodio-citrato de sodio (0.03 M) a 60°C en bafio
maria durante 5 min. Finalmente se lavaron con agua destilada a 60°C y se tifieron con
Giemsa al 10% en amortiguador fosfatos durante 15-20 min.

4.9. ANALISIS. Para determinar la frecuencia de ICH se analizaron 30 metafases bien
diferenciadas por ratén.

4.10. ESTADISTICA. Para el analisis de significatividad respecto al grupo testigo se usé la

prueba de Dunnett para comparaciones multiples con muestras de diferentes tamaros
(Cheung y Holland, 1992), y la t de student para comparar las diferencias entre los grupos
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iradiados y los pretratados con clorofilina, utilizando un programa para computadora
personal desarrollade por Camps y col. (1993). Se consideraron diferencias significativas
con una a = 0.01 (Dunnett) y p < 0.01 (t student).

INYECCION DE COLCHICINA 5| SACRIFICIO POR DISLOCACION
(7.5 wg/g) CERVICAL

* | ELIMINACION DE'LA"|.-- = .. | EXTRACCION DE
|| TUNICAALBUGINEA - L0S TESTICULOS

A

INCUBACION (CON TRIPSINA AL
8.12 a 37°C EN AGITACION
DURANTE 5 min

FRAGMENTACION DE LOS TUBULOS [,
SEMINIFEROS Y LAVADO CON PBS

TRATAMIENTO CON SCOLUCION
HIPOTONICA KCI (0.075M)
DURANTE 15 min a 37°C

CENTRIFUGACION DEL |
SOBRENADANTE

FIJACION DEL BOTON CELULAR
CON METANOL:ACIDO ACETICO »
(3:1)

PREPARACION DE LAMINILLAS
POR GOTEO EN FRIO Y FLAMEADO

Figura 4.4. Método de Yamamoto y Kikuchi (1978) para la
obtencion de espermatogonias en metafase
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§. RESULTADOS

51 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 radiacion gamma antes de la incorporacion de BrdU, se produjo un
incremento en la frecuencia de ICH con relacion al testigo. La diferencia entre la frecuencia
basal y la inducida por radiacion fué estadisticamente significativa con la prueba de Dunnett
{c. = 0.01) tanto con la dosis mayor equivalente a 1.0 Gy, como con las demas dosis de 0.49
y 0.27 Gy.

TABLA 5.1
RADIACION v ICHICEL. INCREMENTO | AICH/Gy N
(Gy) % +D.E. A
0.00 14+0.1 0.0 0.0 1
0.27 1.9:+0.2 05 1.8 4
0.49 20402 % 0.6 12 4
1.00 244024 1.0 1.0 3

Incremento (A) = ICH/célula (experimental) - ICH/célula (testigo)

A ICH/Gy = Eficiencia de Induccion. N = Nimero de ratones por grupo, 30 células analizadas
por ratén.

* Diferencia significativa respecto al testigo (a = 0.01), Prueba de Dunnett para comparaciones
miltiples con grupos de diferentes tamailos.



En los grupos irradiados con 0.27, 0.49 6 1.0 Gy se observaron increi'nentos de 0.5,
0.6 y 1.0 ICH/célula respectivamente. La eficiencia de induccion en cada caso fue de 1.8,
1.2y 1.0 ICH/Gy ‘

Estos resultados muestran que la frecuencia de ICH en esperrnatog?nias aumenta
en relacion a la dosis de radiacién. En la Gréfica 5.1 se aprecia la curva dosis respuesta
cuya relacion es descrita por la ecuacion fineal: y = 0.99 x + 1.47, ajustada por minimos
cuadrados con un coeficiente de correlacion r = 0.93 segun e! método de Yenega-Carrillo
(1989) usando un programa de computacién desarrollado por Camps y cql. (1993). No
obstante que el coeficiente de correlacién es aceptable, se cbserva cierta‘ tendencia de
disminucion en la eficiencia de induccidén conforme se eleva la dosis.

ICH/CELULA

. 0 1 B 1 ! ! !
0. 02 0.4 0.6 0.8 1 1.2

DOSIS DE RADIACION GAMMA (Gy)
T Antes de BrdU “+ Después de BrdU
Gréfica 5.1. Induccidn de ICH en espermatogonias por

exposicién a diferentes dosis de radiacién gamma in vivo antes
o después de la incorporacién de BrdU al ADN.
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Analizando en la Grafica 5.2 la respuesta de las poblaciones celulares irradiadas con
diferentes dosis respecto al nimero de ICH/célula, se puede apreciar que las curvas de los
grupos irradiados se desplazan hacia valores mas altos de ICH con respecto al testigo. . Asi,
el 45% de la poblaciéon celular testigo presenta frecuencias mayores a 1.0 ICH/célula,
mientras que el porcentaje de células que tiene esta misma frecuencia en los grupos
iradiados con 0.27, 0.49 6 1.0 Gy es de 60, 63 y 76% respectivamente. También se
observa que el valor maximo de ICH/célula en el grupo testigo fué de 4.0, mientras que en
los iradiados algunas células muestran hasta 5.0 6 6.0 ICH.

100

R POPCCICOP  >-OZMCOMDT

0 — ) =
0 1. 2 8 4 85 .6
’ ICH/CELULA '

—— Testlgo —— 0.27 Gy

—*- 0.49 Gy ~B8- 1.00 Gy

Gréfica 5.2, Frecuencia acumulada de espermatogonias
respecto al numero de ICH inducidos por radiacién gamma
antes de la incorporacién de BrdU al ADN.
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§.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
ICH/célula es practicamente igual a ia del protocolo anterior. En los grupos irradiados se
determinaron incrementos en la frecuencia de ICH con relacién al control que van desde 0.3
hasta 1.9 ICH/célula, dependiendo de la dosis de radiacion,

TABLA 5.2

RADIACION y ICH/CEL. INCREMENTO A ICH/Gy N
(Gy) % + D.E. A
0.00 1.6 %02 0.0 0.0 19
0.15 1.9 403 0.3 2.0 6
0.27 26£05* 1.0 3.7 4
0.41 294034 1,3 3.2 8
0.83 3.5+0.7* 1.9 2.3 4

Incremento (A) = ICH/célula (experimental) - 1CH/célula (testigo).
AICH/Gy = Eficiencia de Induccién.
N = Nuamero de ratones por grupo, 30 células analizadas por ratén.

* Diferencia significativa respecto al testigo (@ = 0.01), Prueba de Dunnett para comparaciones
multiples con grupos de diferentes tamaiios.

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 induccion en
este grupo fue de 2.0 ICH/Gy. La dosis de 0.27 Gy causé una elevacion de 1.0 ICH/célula
con referencia al testigo, la cual resulté ser estadisticamente significativa con una o = 0.01.
En este grupo se observd una eficiencia de induccién de 3.7 ICH/Gy que represento la
mayor eficiencia alcanzada dentro de los grupos irradiados.
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En los siguientes grupos irradiados con 0.41 ¢ 0.83 Gy se enconfraron frecuencias
de 2.9 y 3.5 ICH/célula respectivamente, que representan incrementos de 1.3 y 1.9 ICH en
relacion a la frecuencia basal. Las eficiencias de induccion en estos grupos fueron de 3.2y
2.3 ICH/Gy.

Al comparar estos resultados con los obtenidos irradiando antes de la incorporacion
de BrdU en la Gréfica 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 ¢! protocolo anterior la respuesta es lineal.
En este caso la relacion es descrita por la ecuacion: y = 2.5 x + 1.65 con un coeficiente de
correlacion r = 0.92. Sin embargo también con este protocolo se observa cierta tendencia
de disminucion en la eficiencia de induccion conforme aumenta la dosis.

Del analisis de poblaciones celulares expuestas a las distintas dosis de radiacion
gamma, graficando el porcentaje de la frecuencia acumulada de células contra el nimero
de ICH/célula (Grafica 5.3), se aprecia que las curvas de los grupos irradiados se desplazan
hacia frecuencias mayores de ICH/célula en relacién al testigo conforme aumenta {a dosis
de radiaciéon. En este protocolo se observaron células hasta con 12.0 ICH, mientras que en
las células expuestas antes de la incorporacion de BrdU, el valor méximo fue de 6.0 ICH.

El 50% de la poblacién celular testigo presentd una frecuencia igual o mayor a 1.0
ICH/célula y en los grupos irradiados este porcentaje de la poblacion mostré frecuencias
que van desde 1.3 hasta 2.7 [CH/celula.

En la Grafica 5.4 se compara |a respuesta de las poblaciones celulares expuestas a
una misma dosis de radiacion (0.27 Gy) antes o despues de la incorporacion de BrdU.

Es evidente que menos del 20% de la poblacién celular testigo tiene 2.0 o mas
ICH/célula. En el grupo irradiado antes de la incorporacion de BrdU solo el 25% de la
poblacion celular presenta frecuencias de ICH mayores a 2.0, mientras que en el grupo
iradiado con su ADN sustituido con BrdU el 50% de la poblacion celular muestra
frecuencias de 2.0 o mas ICH/célula.

El valor maximo de ICH obtenido en las células irradiadas con 0.27 Gy antes de la
administracion de BrdU fue de 6.0 ICH/célula, mientras que en el grupo irradiado con la
misma dosis después de |a incorporacion de BrdU se observaron células hasta con 8.0 ICH.
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Gréfica 53, Frecuencia acumulada de espermatogonias
respecto al namero de ICH inducidos por radiacién gamma
después de la incorporacion de BrdlU al ADN.,
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Gréfica 54. Comparacidn de la frecuencia acumulada de
espermatogonias respecto al numero de ICH inducidos por
radiacién gamma antes o después de la incorporacion de BrdU
al ADN.
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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 |a incorporacién de BrdU, en los grupos tratados
con 100 o 200 ug de clorofilina/ g de peso y en los grupos experimentales tratados con las
mismas dosis de clorofilina antes de la irradiacion.

La frecuencia basal fue igual a ias obtenidas anteriormente. La clorofilina per se no
indujo incrementos en la frecuencia de ICH con ninguna dosis. La exposicién a 0.75 Gy de
radiacion gamma produjo un aumento estadisticamente significativo (o = 0.01) en la
frecuencia de ICH respecto al testigo. El incremento obtenido fué de 0.9 ICH/célula y la
tasa de induccion equivalente a 1.2 ICH/Gy.

TABLA 5.3
CLOROFILINA RADIACION y | ICH/CEL. INCREMENTO | AICH/Gy N
(pglg) (Gy) X +D.E. A
0.0 0.00 1.5+0.1 0.0 0.0 10
100,0 0.00 1.5+0.3 0.0 0.0 4
200.0 0.00 1.7+£0.2 0.2 0.0 7
0.0 0.75 24403 * 0.9 1.2 10
1000 0.75 1.9+ 0.2% * 0.4 0.5 10
200.0 0.75 1.5+0.2% 0.0 0.0 9

Incremento (A)= ICH/célula (experimental) - ICH/célula (testigo).
A ICH/Gy = Eficiencia de Induccion.
N = Nimero de ratones por grupo, 30 células analizadas por ratén.

* Diferencia significativa respecto al testigo (@ = 0.01), Prueba de Dunnett para comparaciones
miltiples con muestras de diferente tamaiio,

+ 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 100ug de clorofilina/g de
peso previo a la irradiacion con 0.75 Gy, la frecuencia inducida disminuyé de 2.4 a 1.8
ICH/célula siendo significativa la diferencia con una p < 0.01 (t de Student) y el incremento
detectado respecto al testigo bajo de 0.9 a 0.4 ICH/célula. De igual forma, la tasa de
induccién disminuyd de 1.2 a 0.5 ICH/Gy. No obstante, la diferencia entre la frecuencia de
ICH de este grupo y la basal resultd significativa con una o = 0.01 (Dunnett).

Al duplicar la dosis de clorofilina bajo las mismas condiciones, se evitd 100% la
induccién de ICH por radiacion. La frecuencia de ICH obtenida en este grupo fue igual a la
basal.

En la Grafica 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
relacidn entre la frecuencia acumulativa de células respecto al nimero de ICH/célula y se
aprecia que el 50% de la poblacién celular testigo muestra frecuencias mayores a 1.0
ICH/célula, mientras que en el grupo irradiado este mismo porcentaje de la poblacién
presenta casi 2.0 ICH/célula. También es evidente que la gréfica correspondiente al grupo
pretratado con 100 ug de clorofilina/g de peso se ubica en valores menores de ICH con
relacion al irradiado, sin alcanzar los valores de la frecuencia basal. Esta grafica se localiza
entre la del grupo testigo y la del irradiado, es decir que hay una proteccién intermedia
respecto a la induccién de ICH por radiacién. En este grupo sdlo el 30 % de la poblacion
tiene valores de ICH mayores a 2.0. A diferencia de esta respuesta, la abtenida con el
pretratamientc de 200 pg de clorofilina/g de peso fue practicamente igual a la del grupo
testigo, con lo cual se corrobora el 100% de radioproteccion conferida por esta dosis. El
porcentaje de la poblacion celular de este grupo, que presentd frecuencias mayores a 2.0
iCH/célula fue de 15%.

La Grafica 5.6 hace evidente que no hay efecto per se de las dosis de 100 6 200 ug
de clorofilina’g de peso sobre la frecuencia de ICH administrandola 4 h antes de ia
inyeccion de BrdU.
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Grafica 5.5. Efecto de la clorofilina sobre la frecuencia
acumulada de espermatogonias respecto al nimero de ICH
inducidos por radiacién gamma antes de la incorporacién 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 practicamente igual a la observada anteriormente. En los grupos
testigos de clorofilina con las dosis de 100 6 200 pg/g de peso no se detectd diferencia en
la frecuencia de ICH con relacion a la basal.

TABLA 5.4
CLOROFILINA | RADIACION y ICH/CEL. INCREMENTO | A ICH/Gy N
(ng/g) (Gy) ¥ +D.E. A
0,0 0.0 1.6 +£0.1 0.0 0.0 11
100.0 0.0 1.5 +0.2 0.0 0,0 4
200.0 0.0 1.6 0.1 0.0 0.0 8
0.0 0.75 3.1+0.2 * 1.5 2.0 10
100.0 0.75 2.1 +0.1%" 0.5 0.6 9
2000 0.75 1.6 £0.1% 0.0 0.0 9

Incremento (A)= ICH/célula (experimental) - ICH/célula (testigo).
A ICH/Gy = Eficiencia de Induccion.
N = Nimero de ratones por grupo, 30 células analizadas por ratén.

* Diferencia significativa respecto al testigo (@ = 0.01), Prucba de Dunnett para comparaciones
muiltiples con muestras de diferente tamaito.

+ Diferencia significativa respecto al irradiado (p < 0.01), Prueba t de Student.

Al realizar la irradiacién bajo las condiciones de este protocolo se obtuvo una
frecuencia de 3.1 ICH/célula que representa un incremento de 1.5 ICH respecto a la del
grupo testigo, esta diferencia resultd estadisticamente significativa (o = 0.01). La eficiencia
de induccién fue de 2.0 ICH/Gy. En el grupo tratado con 100 ug de clorcfilina /g de peso
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previo a la irradiacion la induccién de ICH fue menor que en el irradiado sin pretratamiento
alguno y la diferencia resultd estadisticamente 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 estadisticamente diferente a la basal.

El incremento detectado con referencia al irradiado disminuyd de 1.5 a 0.5 ICH, lo
cual representé una radioproteccion del 66% aproximadamente.

Con la dosis mayor de clorofilina equivalente a 200 pg/g de peso, la radioproteccién
conferida fue del 100%, ya que no se detecto diferencia en la frecuencia de ICH obtenida
con este pretratamiento y la basal.

Al analizar €l comportamiento de las poblaciones celulares en términos de ia relacion
que existe entre la frecuencia acumulativa de células respecto al nimero de ICH/celula en la
Grafica 5.7, se puede apreciar que la clorofilina redujo la frecuencia de ICH/célula inducida
por rayos gamma aun en las espermatogonias radiosensibifizadas mediante la incorporacion
de BrdU.

La curva del grupo irradiado se encuentra desplazada hacia valores mas altos de
ICH/célula que los observados en el grupo testigo. El 50% de la poblacidn celular testigo
presentd frecuencias iguales o mayores a 1.0 ICH/célula aproximadamente, mientras que
en el grupo irradiado este porcentaje de la poblacién mostrdo 2.4 ICH/célula o mas. El
pretratamiento con las dosis de clorofilina de 100 y 200 pg/g de peso favorecié que las
poblaciones celulares manifestaran frecuencias menores de ICH/célula que las inducidas
por radiacion. Asi por ejemplo, en el grupo pretratado con la dosis de 100 pg de clorofilina/g
de peso, el 50% de la poblacién celuiar tuvo frecuencias de 1.5 ICH, que son menores a las
observadas en el 50% de la poblacion irradiada, aunque dicha dosis de clorofilina no fue
suficiente como para inhibir totalmente la produccion de ICH. No obstante, en el grupo
pretratado con 200 pg de clorofilina/g de peso se obtuvo un 100% de proteccion. En este
grupo el 50 % de la poblacion presenté la misma frecuencia de ICH/células que el grupo
testigo.

En la Gréfica 5.8 se puede apreciar que la clorofilina no provocd cambios en el
comportamiento de las poblaciones celulares en relacién al ntimere de ICH/célula. Al
comparar ésta con la Gréfica 5.7 es evidente que la clorofilina administrada antes o
después de la incorporacién de BrdU no induce modificaciones en la frecuencia basal en
espermatogonias de ratén in vivo.
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En la Gréfica 5.9 se pueden comparar los resultados obtenidos con el tratamiento de
clorofilina previo a la irradiacién tanto antes como después de la incorporacién de BrdU.

TRATAMIENTOS

Testigo
~Cl. (100 pg/g)
Cl. {200 pg/a)

Irrad. (0.75 Gy)

Cl100-trrad.{0.75)

G1.200-Irrad.(0.75)

T T T T T T

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5
ICH 7 CELULA ;

M Antes de Brdu Después de BrgU

Grifica 5.9. Efecto de la clorofilina sobre la induccién de ICH
por radiacién gamma en espermatogonias antes o después de
la incorporacién de BrdU al ADN.

Por un lado, se aprecia claramente que la exposicion a radiacién incrementd la
frecuencia de ICH/célula en ambos protocolos, aunque es mas notoria la induccién 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 incorporacion de BrdU y se obtuvo el 100% de proteccién con la
dosis de 200 pg de clorofilina/g de peso en ambos protocolos.
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6. DISCUSION

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 radiacidn ionizante induce
incrementos minimos en la frecuencia de ICH en células CHO en comparaci¢n con la
incidencia de aberraciones cromosomicas y proponen que la lesion inducida por los rayos X
es ineficiente para provocar ICH o se repara rapidamente, se ha cuestionado la
conveniencia de utilizar la induccién de ICH como indice de darfio por radiacién.

Sin embargo, Morales-Ramirez y col. en 1983 detectan incrementos significativos en
la frecuencia de ICH de células de la médula 6sea de ratones expuestos a dosis de
radiacion gamma tan bajas como 0.12 Gy y determinan que la dosis que duplica la
frecuencia basal de ICH (dosis de doblaje) es 10 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 utlizaron 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 indice es mucho mayor que para otros parametros cuya frecuencia
basal es muy baja como las aberraciones cromosémicas {0.05ac/célula). Por estas razones
se ha considerado que no es adecuado emplear la dosis de doblaje como base de
comparacion de induccion de dafio en células cuyas frecuencias basales de ICH son tan
distintas y menos aconsejable aun se considera para la determinacién de la sensibilidad de
ciertos parametros cuyas frecuencias basales pueden ser totalmente diferentes, como por
ejemplo ICH y aberraciones cromosdmicas (Morales-Ramirez y col., 1983).

Dentro de los trabajos que se han realizado analizando el efecto de la radiacion
ionizante sobre la frecuencia de ICH, existen varios que evidencian la capacidad de dicho
agente mutageno 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 mamifero 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 4sea de ratones de la cepa
C-57B1/6 (Nakanishi y Schneider, 1979) y Balb C (Morales-Ramirez y col., 1983; 1984a;
1988; 1994).

En general, se ha observado que en los experimentos en los que la irradiacion se
lleva a cabo antes de ia incorporacion de BrdU al ADN (Nakanishi y Schneider, 1979; Chao
y Rosenstein, 1984; Morales-Ramirez y col., 1984a) , las frecuencias inducidas de ICH son
menores que las obtenidas cuando las células se irradian después de dicha incorporacién
(Abramovsky y col., 1978; Andersson y col, 1981; Morales-Ramirez y col., 1983; 1984a). En
estudios comparativos realizados en el mismo sistema, |a radiosensibilizacién producida por
la BrdU resulta mas evidente (Renault y col.,, 1982; Painter y Morgan, 1983; Uggla y
Natarajan, 1983; Morales-Ramirez y col., 1984a).

Los datos aqui descritos indican que la exposicion in vivo a radiacién gamma induce
incrementos significativos en la frecuencia de ICH en espermatogonias tanto antes como
después de la incorporacién de BrdU al ADN, necesaria para lograr la tincion diferencial de
las cromatidas hermanas. Estas diferencias significativas (« = 0.01) con relacién 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 irradiacién con distintas
dosis después de la incorporacion de Brdl son mayocres que las registradas irradiando
antes de ésta. Los resultados concuerdan con los reportados por Renault y col. (1982);
Uggla y Natarajan (1983) y Morales-Ramirez y col. (1984a).

El incremento de 0.5 ICH/célula obtenido con 0.27 Gy antes de la incorporacion de
BrdU equivale a la mitad del detectado cuando se irradié con la misma dosis en células con
su ADN sustituido con BrdU. A pesar de que las demas dosis de radiacion utilizadas en
ambos protocolos no son exactamente iguales, se puede apreciar que irradiando después
de la incorporacion de BrdU se siguen registrando incrementos aproximadamente
equivalentes al doble de los determinados con el protocolo de irradiacion sin sustitucidn con
BrdU.

Estas diferencias se pueden observar mas claramente en la Grafica 5.1, enla que se
comparan las respuestas obtenidas en funcién de la dosis en ambos protocolos.

Comparando las pendientes de ambas rectas resulta evidente que la induccién 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 incorporacién 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 minimos cuadrados con un coeficiente r = 0.93 y
resuita similar a la reportada por algunos investigadores que realizan experimentos
semejantes tanto /n vivo como in vitro.

Nakanishi y Schneider en 1979 encuentran una respuesta lineal en células de la
meédula 6sea de la cepa C57BL/6 irradiadas in vivo con rayos X a dosis desde 3.0 hasta 15
Gy, que son mucho mas altas que las utilizadas en los experimentos con espermatogonias.

Asimismo, Renault y col. en 1982 observan este mismo comportamiento en celulas
de criceto chino irradiadas in vitro con rayos X justo antes de la adicion de BrdU al medio.
Aunque [a grafica 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 definicién claramente lineal.

La respuesta observada en espermatogonia es similar a la descrita por Morales-
Ramirez y col, (1984a) en células de la médula dsea de ratdn irradiadas in vivo en el
intervalo de 0 a 0.6 Gy de radiacion gamma antes de la administracion de BrdU. Sin
embargo, ellos observan que con dosis por arriba de 0.6 Gy hasta 2.0 Gy hay una reduccién
en la pendiente de la grafica, la cual ha sido explicada en funcion de que probablemente a
dosis altas se producen ciertos tipos de lesiones en el ADN que inhiben la formacién de ICH
por blogueo de |a progresién en [a sintesis de ADN.

Aungue 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 poblacion celular se reduce significativamente al aumentar la dosis,
dificultando asi el analisis.

También utilizando radiacion 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 comparacién con nuestros resultados se dificulta al no haber dates de [a
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
incorporacion de BrdU, también muestra una respuesta lineal ajustada por minimos
cuadrados con un coeficiente de correlacion r = 0.92 aunque con una pendiente mayor que
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en el protocolo anterior (Gréafica 5.1).

Este tipo de respuesta concuerda con la reportada por Morales-Ramirez y col. en
1983 en células de la médulalésea de raton, 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 administracién de BrdU.

También en la Grafica 5.4 se puede observar que la respuesta de las poblaciones
celulares se modifica por el efecto de la radiacién y ésta depende de las condiciones en las
que se realice la exposicion. Resulta evidente que en el grupo irradiado con su ADN
sustituido con BrdU se detectan células con frecuencias més aitas de ICH.

Los resultados obtenidos en este trabajo constituyen ia primera evidencia de
induccién de ICH en espermatogonias de ratén in vivo por exposicion a radiacion gamma
tanto antes como depués de la incorporacién de BrdU. Asimismo, confirman el efecto
radiosensibilizador producido por la incorporacion de BrdU al ADN, como habia sido
propueste anteriormente por Littlefield y col. en 1979 y Morales-Ramirez y col. en 1983.

Este efecto radiosensibilizador ha sido atribuido en parte a la accion del radical
uracilil y del atomo de Br que se forman por ruptura del puente C-Br durante la radidlisis del
BrUra.

El radical uracili! capta electrones eficientemente y puede reaccionar faciimente con
la molécula 2-desoxi-D-ribosa (del esqueleto azlicar-fosfato del ADN) con una tasa alta y
constante.  Asimismo, el dtomo de Br que sustituye al metilo de la timidina, juega un
papel muy importante en la radiosensibilizacion. Aungue no se sabe exactamente cual es
su destino durante la radidlisis, se ha propuesto que posiblemente ataca a las moléculas de
azacar de las cadenas vecinas (Krasin y Hutchinson, 1978).

Estas reacciones pueden dar origen a la produccion de rupturas sencillas y dobles y
a |la formacion de sitios alcali-1abiles (Lion, 1972).

Se ha observado que durante la fotolisis 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 (Kéhnlein,
1974). Esta observaciéon apoya la hipdtesis de que el radical uracilii ataca a su propia
cadena.

Los complejos del atomo de Br como Br, y Bry, que se forman por su reaccidn con
los radicales libres OH, aunque son menos reactivos que Br, también actdan
preferentemente con el C(1) de la 2-desoxi-D-ribosa por abstraccion del atomo de H, con
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una tasa constante de 3-7 x 104 dm® mol-* s (Parson y col., 1978) y el producto resultante
es 1a 2-desoxi-D-ribonolactona. Similarmente esta reaccidn da origen a un sitio alcali-labil.

También se ha reportado que dada la naturaleza electrofilica de algunos radicales
libres como el OH, éstos atacan preferentemente a los sitios de alta densidad electrénica
como el C(5) del uracilo (Fujita y Steenken, 1981).

Estas reacciones explican en parte el efecto que causa la incorporacion de la BrdU
en el ADN que incrementa ia produccion de dafios por radiacién y que en un momento dado
se pueden expresar como ICH.

Por otro lado, resuita interesante que tanto en los datos aqui reportados, como en
los de algunos investigadores mencionados anteriormente (Abramovsky y col.,, 1978,
Morales-Ramirez y col., 1983 y 1984a;), se aprecia que la eficiencia de induccion tiende a
disminuir conforme aumenta ia dosis de radiacién. Esta tendencia puede deberse en parte
a que la reduccién en la viabilidad celular provocada por la radiacion va disminuyendo Ia
posibilidad de detectar lesiones en el ADN causadas por dosis méas altas de radiacién que
se manifiesten como ICH. En estudios preliminares se observa que por atriba de 0.8 Gy se
reduce de manera importante el indice mitotico de espermatogenias lo cual dificulta el
analisis de ICH. Se ha propuesto que la reduccién en la eficiencia de la radiacion gamma
para inducir ICH a dosis mayores de 0.5 Gy probablemente se debe a la presencia de un
mayor nimero de ciertos tipos de lesiones que bloquean la progresion en la sintesis de
ADN (Morales-Ramirez y col,, 1984a).

Por otre lado, Chao y Rosenstein en 1984, detectan que la radiacién gamma
disminuye los niveles de ICH inducidos por UV y que dicho efecto va decreciendo durante
las primeras 6 horas postirradiacion. Es posible que durante este periodo se reparen las
rupturas dobles provocadas por radiacion gamma, que pueden ser las responsables de la
inhibicién de la formacién de ICH,

Cabe resaltar que las tasas de induccién 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 induccion de 2.0 - 3.7
ICH/Gy (Tabla 5.2) irradiando después de la incorporacién de BrdU; mientras que Perry y
Evans en 1975, utilizando también el protocolo de irradiacién después de BrdU, determinan
una eficiencia de induccion 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-Ramirez y col. en 1983 detectaron una
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eficiencia de induccion de 8.4 ICH/Gy en células de la médula dsea de ratones irradiados.

Tambien irradiando antes de la incorporacién de BrdU se obtuvieron eficiencias
menores de induccion en espermatogonia en relacion 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
determinaron una induccién de 2.5 ICH/Gy en células de la médula ésea irradiadas in vivo
con 0. - 0.60 Gy de rayos gamma.

Estas diferencias pueden deberse en parte a las distintas caracteristicas intrinsecas
entre los tipos celulares, o bien a las diferentes condiciones experimentales, dentro de las
cuales ia energia de la fuente de irradiacion 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 ICH/célula, la cual concuerda con la reportada por ofros investigadores (Allen y
Latt, 1976a; Palitti y col., 1982; Morales-Ramirez y col., 1984b). Esta frecuencia basal tan
baja permite detectar incrementos pequerios de ICH inducidos por dosis bajas de radiacién,
Asi, con una dosis de 0.27 Gy se nota un incremento significativo de 0.5 ICH/célula en
espermatogonia, incluso antes de la incorporacién de BrdU; un aumento similar en médula
ésea dificilmente seria significativo.

Asimismo, la frecuencia basal en espermatogonia es menor que la detectada en
otros tejidos. En bazo, médula d6sea y glandula salival, se han reportado frecuencias
basales de 1.9, 3.5 y 5.6 |ICH/célula respectivamente (Palitti y col., 1882; King y col., 1982;
Morales-Ramirez y col., 1984b).

También se ha observado que la induccion de ICH por agentes quimicos como la
ciclofosfamida es menor en espermatogonia que en medula 6sea (King col., 1982). Al
comparar la frecuencia de ICH inducida por mitomicina C vy ciclofosfamida en
espermatogonias de ratdn de la cepa C 57B1/6 (Abraham y Fradnz, 1983) con la obtenida
con los mismos mutagenos en células de la médula 6sea de ratones de la misma cepa
{Nakanishi y Schneider, 1979), se aprecia que ésta es menor en espermatoegonias que en
células de la médula dsea.

Palitti y col, en 1982 también observan que las espermatogonias son menos
sensibles a la produccién de ICH por algunos agentes quimicos como ciclofosfamida,
mitomicina C, metil metanosulfonato, 4-nitroquinolina-1-6xido y bleomicina, que otros tipos
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celulares como médula ésea y bazo.

Estas diferencias encontradas tanto en la frecuencia basal como en |a causada por
agentes quimicos podria ser atribuida a la proteccidon conferida a las espermatogenias por
las distintas barreras celutares que las rodean e impiden el paso de algunos compuestos
{Russeli, 1991),

De esta manera un menor acceso de la BrdU a las espermatogonias podria ser la
causa de una frecuencia basal mas baja y el paso limitade de mutadgenos quimicos reduciria
la produccion de dario en el ADN que trae como consecuencia la formacién de ICH.

Sin embargo, esta misma diferencia también se ha observado con radiaciones
ionizantes. Al comparar los resultados de esta tesis en relacién a la eficiencia de induccidn
de ICH en espermatogonia con los observados en médula dsea y glandula salival, obtenidos
bajo condiciones similares, resulta evidente que la produccion de ICH/Gy es practicamente
igual entre las células somaticas pero significativamente menor en las germinales (Morales-
Ramirez y col., 1994).

Considerando que las barreras celulares que protegen a las espermatogonias no
pueden evitar el paso de la radiacion ionizante, estas diferencias observadas con relacion a
otros tejidos deben ser explicadas de otra manera.

Probablemente las espermatogonias ademas de estar protegidas por barreras
celulares especializadas son intrinsecamente menos sensibles a la accién de ciertos
mutdgenos, o cual puede deberse a alguna actividad metabdlica o a una mayor eficiencia
en la reparacion de darios en el ADN que estén involucrados en la formacion de ICH. Lo
anterior posiblemente se relaciona con la importancia de este tipo celular en la produccion
de gametos masculinos, que seran los responsables de transmitr a la descendencia
cualquier dafo o alteracion que se encuentre en su informacidn. Por lo tanto, la eficiencia
de los mecanismos de reparacion en las células germinales pueden ser determinantes para
asegurar que las siguientes generaciones tengan el menor nimero de alteraciones posibles.

75



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 demostro que la capacidad antimutagénica de ciertos extractos
vegetales dependia 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 eila,

La clorofilina, siendo un compuesto derivado estable de la clorofila, aitamente
soluble en agua, de facil manejo y baja o nula toxicidad, ha demostrado tener propiedades
antimutagénicas contra diferentes tipos de compuestos de accidn directa o indirecta (Kimm
y col., 1982), incluyendo mezclas complejas del ambiente y de la dieta (Ong y col., 19886).

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 mutageno-carcindégeno detectado en alimentos
cocinados) (Negishi y col., 1988) y reduce el nimero de mutaciones letales recesivas
ligadas al sexo inducidas por dimetii nitrosamina (Rodriguez-Arnaiz y Zimmering, 1989).
Empleando este mismo sistema se obtiene evidencia de que !a clerofilina posee también
propiedades radioprotectoras, ya que baja la frecuencia de mutaciones somaticas inducidas
por radiacion gamma (Zimmering y col., 1990).

En un estudio reciente realizado por Morales-Ramirez y Garcia-Rodriguez (1994), se
observa que el pretratamiento con clorofilina disminuye la frecuencia de ICH causados por
exposicidn a una fuente de rayos gamma en células de la médula 6sea de raton in vivo,

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que la clorofilina también
puede proteger a las espermatogonias de ratén contra la produccién de ICH por radiacién
gamma. Lo cual confirma la capacidad de la clorofilina para actuar como radioprotector in
vivo en organismos superiores.

El 100% de radioproteccion se logra con la dosis de 200 ug de clorofilina/g de peso
tanto en los ratones irradiados antes como después de la incorporacion de BrdU (Gréfica
5.9). Y aun, la dosis de 100 pg de clorofilina/g de peso confiere un porcentaje considerable
de radioproteccién 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.

E! hecho de que ia clorofilina sea capaz de proteger tanto a las células de la médula
osea de ratén (Morales-Ramirez y Garcia-Rodriguez, 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 funcidon como radioprotector y por otro, muestra que ia
clorofilina a pesar de ser una molécula cuya estructura quimica 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 produccién de ICH por radiacion en espermatogonias es
equivalente al doble de la que impide el mismo porcentaje en células de la médufa dsea
(Morales-Ramirez y Garcia-Rodriguez, 1994), es factible que parte de la clorofilina sea
detenida por las barreras protectoras de fas espermatogonias (Russefl, 1990).

En relacién a la eficiencia de la clorofilina para reducir los dafos inducidos por
radiacion en diferentes tejidos, se puede decir que ésta es comparable a la de ofros
agentes principalmente del grupo de los aminotioles, que son de los compuestos con mayor
poder radioprotector.

Se ha observado que ta cisteamina disminuye la induccion de ICH por exposicién a
1.0 Gy de radiacion gamma en forma dependiente de la dosis en células de la médula 6sea
de ratdn in vivo, obteniéndose un 100% de radioproteccidén con una dosis de 150 pg/g de
peso (Mendiola-Cruz y Morales-Ramirez, 1989). Dado gue la cisteamina es una sustancia
que captura radicales libres, estos datos sugieren que la formacion de ICH involucra la
participacién de los radicales libres y por tanto ta accién indirecta de la radiacién.

E! efecto radioprotector de otros agentes altamente efectivos como el WR-2721, se
ha llegado a evaluar en espermatogonias de raton utilizando fa frecuencia de
translocaciones reciprocas como parametro de dafio. Se ha reportado que una dosis de
400 ug de WR-2721/g de peso confiere un 45% de proteccion contra la produccion de
translocaciones reciprocas por 4.0 Gy de rayos X {(Benova, 19863; b),

En el presente trabajo se observa que dosis de 200 ug de clorofilina/g de peso
confirieren 100% de proteccién contra la induccidn de ICH en espermatogonias de ratones
expuestos a 0.75 Gy de radiacién gamma. Estos datos sugieren que la clorofilina resulta
ser altamente eficiente para proteger contra los darios inducidos por radiacién 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 io
reportado para médula ésea.

En contraste con algunos datos obtenidos utilizando ofros radioprotectores,
incluyendo ios que se mencionan anteriormente (Meistrich y col., 1982; Nasjleti y Spencer,
1968), resulta especialmente importante considerar la baja citotoxicidad de esta sustancia
en ratones, como se ha observado en otros sistemas como Salmonelia (Lai, 197%; Kimm y
col.,, 1982; Ong y col., 1986; 1993; Warner y col,, 1891), células V79 (Katoh y col., 1983},
células de! epitelio colonico de ratas (Robins y Nelson, 1989}, S. cerevisiae (Bronzetti y col.,
1990), y células hepaticas de trucha arcoiris (Dashwood y col.,, 1991).

Dada {a semejanza estructural de la clorofilina con otros pigmentos biolégicos como
la hemina y la biliverdina (Newmark, 1987}, probablemente el organismo la reconoce como
propia, sin manifestarse efectos téxicos secundarios. Este aspecto ofrece la posibilidad de
utilizarse en humanos para reducir el riesgo citogenético por accién de ciertos mutagenos, o
como medida preventiva en circunstancias en fas que se prevea la posibilidad de
exposicion,

Por otro lado, se han sugerido varias alternativas para explicar el mecanismo de
accion de la clorofilina como antimutageno y/o radioprotector.

Ong y col. en 1986 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 genotdxicos de algunos mutdgenos quimicos y de la
radiacién (Hutchinson, 1985, Pryor, 1986). Su capacidad radioprotectora puede explicarse
en funcidn de esta propiedad para capturar iones.

Speit y col. en 1980 observan que la induccion de ICH por algunos compuestos
formadores de radicales libres como la hidroxilamina, hidrazina e isoniazida, podia ser
inhibida por accion de la cisteina. Sugieren que la propiedad reductora de esta sustancia
inhibe la actividad de los radicales libres y perdxidos. Esta misma también tiene
propiedades radioprotectoras con relacion a la induccion de ICH por radiacion 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 a cisteamina que reduce la produccion
de ICH por radiacion gamma en células de la médula dsea de ratdn in vivo (Mendiola-Cruz y
Morales-Ramirez, 1989). De igual forma se explica la reduccion que causa fa clorofilina en
la frecuencia radioinducida de ICH en este mismo sistema (Morales-Ramirez y Garcia-
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Rodriguez, 1994),

Previamente, Hadnagy y Seemayer en 1988, reportan que la clorofilina disminuye la
formacién de ICH provocada por contaminantes ambientales en linfocitos, mediante la
inactivacion de radicales oxigeno como Oz, HoOp y OH® . Esta hipétesis se apoya en las
observaciones previas respecto a la reduccion de la quimioluminiscencia inducida por forbol-
13-acetato en leucccitos PMN por concentraciones crecientes de clorofilina.

Los resultados de esta tesis sustentan las hipdtesis anteriores respecto al
mecanismo radioprotector de la clorofilina, ya que dadas las caracteristicas 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 resuitados respecto a la disminucion de la
tasa de mutacién e incremento en el porcentaje de supervivencia en S. cerevisiae
expuestas a rayos X en presencia de clorofilina, sugieren que ésta probablemente actla
mediante la captura de radicales libres. También detectan que las mutaciones inducidas
por el bromuro de etidio, que es un agente intercalante que en solucién acuosa existe como
catién, podian ser reducidas por efecto de la clorofiina. Se postula que probablemente la
clorofilina forma un complejo con el bromuro de etidio impidiendo su interaccién con el ADN.

En general, se puede decir que la clorofilina posibiemente tiene un comportamiento
dual, como antimutageno y/o radioprotector y que seguramente actia de varias maneras
involucrando distintos mecanismos de accion, tal vez dependiendc de las condiciones
experimentales como reaiizacién in vivo o in vitro, sistema de prueba, tipo y dosis del
mutageno, etc.

Finalmente, cabe comentar que a pesar de que los organismos poseen mecanismos
para protegerse contra los efectos dafiinos de la exposicion a agentes nocivos, esto no
garantiza absoluta proteccion. Por tal razén, es conveniente reducir al minimo la exposicién
a agentes genotoxicos y favorecer la ingesta de alimentos que contengan factores
protectores (Morita y col., 1978; 1982; Minakata y col., 1985; Shankel y col., 1987; De Flora,
1988; Hayatsu y col., 1988).

Es de gran importancia la proteccién de células germinales, ya que al ser las
precursoras de los gametos, el dafio en el ADN de éstas puede producir alteraciones
genéticas en la progenie (Lu y Meistrich; 1979).

79



7. CONCLUSIONES

El conjunto de resultados obtenidos en espermatogonias de ratén in vivo durante el
desarrollo de esta tesis permite concluir que:

1. La radiacién gamma es capaz de aumentar significativamente |a frecuencia de ICH,
tanto antes como después de la incorporacion de BrdU al ADN.

2. Estos incrementos se pueden detectar con dosis tan bajas como 0.27 Gy en ambos
protocolos.
3. La incorporacidn de BrdU al ADN produce un efecto de radiosensibilizacion ya que la

la elevacion 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 induccién de ICH por radiacién
gamma es menor que |a observada en células somaticas, lo cual puede deberse a una
menor sensibilidad o mayor proteccién en células germinales.

5, La clorofilina reduce |a produccion de ICH por radiacion gamma actuando como un
radioprotector.

6, El efecto radioprotector de la clorofilina se expresa también en las células
sensibilizadas a la radiacion con BrdU.

7. E! 100% de radioproteccion se obtiene con 200 g de clorofilina/g de peso irradiando
antes o después de la incorporacién de BrdU.

8, Es posible que la produccidn de ICH por exposicion 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 citotoxicos colaterales de 1a clorofilina per se.
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The mechanism of formation and the biological signifi.
cance of sister chromatid exchange (SCE) have not been
established; howcever, cxperimental cvidence indicates that
this phenomenon occurs during DNA duplication {Wolff
ct al., 1974; Kato, 1980, and that it is stimulated by agents
that damage DNA {MacRac ct al., 1979; Schvarizman and
Gutiérrez, 1980; Nagasawa ct al., 1982}, or by agents that
inhibit DNA synthesis [Ishi and Bender, 1980; Nishi ct al.,
1982). The DNA damage cliciting SCE is not known, but
diffcrent possible causes have been proposed [Catrano
ct al., 1979; Cassel and Law, 198(% Kano and Fujiwara,
1982; Ishii, 1981}, However, many lines of evidence also
sugpost that DNA breaks are not involved | Fornace et al,
1980: Kinsclla und Radman, 1980; MacRac ct al., 1979;
Moniles-Ramirez et al., 1983; Shiruishi and Sundberg,
19791,

There is consisient evidence demonstrating that sper-
matogonia show a lower response 10 SCE induction by
chemical mutagens {Allen ct al., 1978: King ct al., 1982;
Patiui et al., 1982), a fact which may be explained by the
presence of physiological barriers that limit the movement
of substances toward the germinul cells [Russetl, 1990], by
a higher efficiency in repair, or by fewer cell-specitic zones
in the genome in which SCE could oceur.

lonizing rudiation ¢fficicntly induces SCE in cells irmadi-
ated alter BrdU incorporation {Abramovsky ¢t al., 1978;
Anderson et al., 1981 Monles-Ramires et al., 1983,
1984a: Perty and Evans, 1975); nevertheless, many resulis
imdicate that jonizing radiation also induces SCE in BrdU-
unsubstituted cells {Chao and Rosensiein, 1984; Fomace
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Sister chromatic exchange (SCE) induction by either before or after BrdU incorporation. How-
> gamma rays was determined in spermatogonia  ever, the increase causad by radiation exposure
= < irradiated before or after BrdU incorporation. after BrdU incorporation in spermatogonia was
w Furthermore, the comparison of responses ob-  nearly three times lower than that obtained in
* w tained in spermatogonia, bone marrow and sal- both bone marrow and salivary gland cells,
g m ivary gland cellawascarried outinthe cellairra.  These data suggest that spermatogonia are el
. m diated after 8rdU incorporation, a condition ther more efficient in tepairing the gamma rey-
qg . which permits a higher SCE induction. Results induced iesions involved in SCE producti or
Q M™M indicate that gamma ray exposure of sper- thatthese cells are less prone to the induction of
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SCE frequency with doses as low as 0.27 Gy,
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INTRODUCTION

ct al., 1980; Morales-Ramirez ct al., 1984a; Nakanishi and
Schneider, 1979; Renault ctal., 1982; Uggla and Natarajun,
1983].

Because physiological barriers cannot shield spermatogo-
nia from gamma ray cxposurc, the aim of the present study
was 10 discern the role of these barriers on the lower scnsi-
livity of spermatogonia to chemical SCE induction by: (1)
determining the cffect of gamma rays on the induction of
SCE in murine spermatogonia, and (2) comparing this re-
sponsc with that obtained in bone marrow and salivary gland
cells under similar conditions.

MATERIALS AND METHODS
Mice

Two- to three-month-old BALB/c male mice. weighing about 30 ¢, were
usa in the experiment. The animals. bred in our labaratory, were kept in

plastic cages under contrlled temperalure and dark-light condilions, and
fed I'unna Labocatory Chiow aid water ad libitum.

Protocols
Spermatogonia
Animals were injected inlripentoneslly (i.p.) with a Brdl-charcoat

aqueous suspension (0.6 mg of BrdU/ of nody weight) at the beginning of
tite expenmen) | Morales-Raminez €1 al.. 19840, Fifty-two hous later they
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were injected i, With coichicing (7.5 u g/ of Lody weight) und sacnificed
by cervieal dislocation 3 hr lier,

Salivary Gland Cells

Timing o the pratacol was basexd on previous studies ol sister chromatid
exchinge determination in salivary gland cells in vivo |Morsle-Ramirez,
1980; Morale-lamirez et al,, 1984b]. The protocol begins with the stimu-
lation of salivary gland cell division in vive by injecting the animals cither
i.p. with 0.3 mg/g of bady weight, or locally with 0,15 mg/g ol body
weight of isoproterenol (Sigma, St. Louis. MO) [Barka, 1965; Discrga,
1970}, FFouricen hours later, when the cells ware undergaing DNA synthe-
sis [Morales-Ramirez, 1980; Morlcs-Iamircz ¢t al., 1984b}, the animals
were injected i.p. with an aqueous suspension of 1) adsorbed 1o acli-
valed charcoal of 200 mesh [Moralus-Raminz ctal., 1988) sta dosc of 0.5
mg Brdl)/g of body wclghl [Monlu -Ramircz, 1980} Forty-eight hours
after the first isop ing the tirst cell division), #
seoond injection was ndmmulem Fm.nllv e animals were injectad i.p.
with an nquonus solution of colchicine (15 pg/g of bady weight) 28 hrafler

(he sccond stimulation with isoproterenal. and sacnliced 3 hr later by
cervicat disloacation.

Bone Marrow Cells

For dilfcrential staining of sister chromatids in bone miarmow cells, mice
wern ln]ucxull p. with1.0mg llrdlll;, of hady weight adbarbed to charcoal
at the begi of the diated 12 hr laler, injeciod with
colchicine 22 hr after BrdU administration, and sacrificcd by cervical
dislocation 2 hr later.

For all celt types. harvest limes represent the times in which a higher
frequency of differentially staincd sccond division metaphases can be ob-
tainad, in accordance with provious studics |Morales-Ramirez, 1980: Mo-
rales-Ramir. cLal., 1984b; Kanda and Kaio, 1979).

BrdU Administration

Considering the difficultics in measuring the actual BrdU incompomtion
in the cclls in which the SCE was measured, and that 3riU could cause
SCE. the BrdU dose and timing were [irst siandardized in each coll system
1o aliew clear diffctential siaining of most of the cells and the lower SCE
frequency. Under such conditions, B3rdl) is assumed Lo have no effcct on
cell cyele or SCE (requency. Besides, ther is evidence in hone marmow

cells of a long mnge of 13rdU) doses in which the hisal SCE (nxyuency is

constant [Tice et al.. 1976]. In munne spermatogomia. Kanda and Kalo
|1979] reported no differences in SCE lasal frequency after using different
dewes of Bral! {absorted 10 charcoal) that were lowver and Ingher than wel
1 the present stkly .

Irradiation

All cell types were imadinled in vivo alter one cell divisian 1 the
Prevence of Brdl ). Spemustogonia were also imadiated tefore BriU wimin-
simton. [mkdintion wis performed using ganima rays (*°Cox Vick Rad).

Salivary Gland Cells

The aninyls were irradisted it 5 dose rale of approvimately 5.4 Gymin,
14 hir 3fer the second injection of inoproterenol: this hme comaponds to
lite Gl of the second division {Morales-Ramirer et al., 1084b]. Dunng
srradigtion. he animals wene intraduced up» (0 the neck 1 ¢ Pb eylinder o
immaohilize them and 10 control the sulivary glund ex posure.

Bone Marrow Cell

for mesuring SCIT induction in tone aamew, the mice were whole-
oy smdiated 12 heafierthe Brit] incction.
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Spermatogonia

tixperimentil animils were whaoledwady imrdiated either 1 br befone, or
26 hr ater BRI administadion, The tese mie was appearimately 2,6
Ciy/min.

Metaphase Preparations
Salivary Gland Cells

‘Ihe salivary glands were dissected, cleansed of ganglia and adipose
lissuc, and minced with scissors in phosphate-buffered saline (PBS). ‘e
were subjectad 1o hy pexonic with 0,075 M K, 15
min, at 37°C; (ixed with thre 1S min chianges cach in a 3:1 methanaol-acctic
acid solution; and stored at 4°C for al least 18 hr, The tissue fregments were
dissaciated in a drop of (0% acctic acid on a slide, and briefly heatod on a
hot plate. “The cells were dispersed on the slide by moving and heating the
drop atong the slide unlil it wis completely dry.

Bone Marrow Cells

Cells wene harvestad and the slides were prepared following provieusly

repornied mctheds [Morlosaimins etal., 1984b].
Spermatogornia
‘The were obl

ji ined through tissue dispersion
with trypsin (Difco) as n:pmed by Yamamolo and Kikuchi [1978].

Ditferential Staining of Sister Chromatids

The diffcrential staining of sister chromalids was achieved by the fluores-

cence plus Giemsa mathod {Perry and Wolll, 1974], slightly madificd
[Gotoctal., 1975). -

SCE Scoring

“The method used 10 obtain the metaphase figures in salivary gland ceils
docs nat always allow of the full
and furthermore, apprximately 10% of the cclls are tetraplold anmks-
Ramirez o al., 1984h]. Therefore the SCEs were scored by analyzing
1.200 ch per mouse, equivalent 10 30 cells. The lowest number
of chromosomes scored per cell was filteen.

In bone marrow cclls and spamalogonia, 30 well-differentially stained
melphases were scored per gnimal in at least 3 mice.

Fuach expenment in apermatowonia was fepeited once, with al least 2
control and 3 expenmental mice. Bone marrow resulls ropresent two exper-
1ments wilh § control and § ex penntental mice. Salivary gland data are from
Iwo e Because has some inhihitory effect on the 1n-
duction of cell division by 1soproterenal |Nasaki and Toda, 1972), only
expenmental nuce 1hat did show cnough material for easy SCR scoring
were considered. The resuits ob 1he repent lesis were grouped becase there
were no ~Ial|\ncaidiﬂemma Ietween them {1 < 0,05, Student's 1 teat),

Toestablish the st | sigrficance ixet control and i |
Eroups, the Student's ¢ rest was applied, The titling of datatoa slrunln line

wus made 1y 3 werghed least squires method that takes vanance into
account {Vegu-Camillo, 1989).

RESULTS

SCE Induction by Gamma Rays in Spermatogonia

As shown in Table 1. gamma radiation induced SCE in 2t
dose-dependent wiy before BrdU incorporation. At the
lowerdose (.27 Gy), a significant increase in SCE/cell wirs
observed: the reltionship 1o dosage is proportional as
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TABLE |. InVivo Effeat of Gamma Ray Dose on SCE

Frequency in Murine Spermatogonia Exposed Before
BrdU Incorporation

TABLE I1. In Vivo Bfect of Gamma Ray Doss on SCE
Frequency in Murine Spermatogonia Exposad

After BrdU Incorporation

Done SCli/eclt Incrense Dese $Clicell Increase

) x = S0 e SCE/Gy N® () x = S L.y SCE/Gy N®

0.00 14=0.1 -— -_— 11 0.00 1.6 = 0.2 0.0 - 19

0,27 1.9 =02 0.5 1.9 4 045 1.9 =03 0.3 2.0 6

0.49 2.0 = 0,2° 0.0 1.2 4027 2,6 = 0.5° 1.0 37 4

[K\Y) 2.4 = 0,2 1.0 1.0 3041 2.9 = 0.4 .3 31 8
(L83 A5 =07 2.2 4

“T-C. treated minus control, R 1.9

N, number of animals pergroup. "I'hirty cells M:omd per nnlmul
*Signiticant incrense with respeet to the control: 7 < 0,01 \ludl..nl st
fest,

451
at

3.5

SCE/CELL

ol - 1 1 ! 1 3
[} 0.2 0.4 0.6 0.8 1

DOSE Gy}

Fig. 1. Induction of SCE by different doses of gammir miys in munne

spermatogonia in vivo before (*) and after (+) Bril) incompontion 1o
DNA.

shown in Figure 1. This relationship is described by the
linear equation Y = 0,99 X + 1.47 obtained hy least
squares, which has a correlation coefficient r = (.93

The SCE induction by radiation increased substantially
when spermatogonia were exposed after BrdU incorpora-
tion, us shownin Tuble 11. The dose response curve obtained
by least squares is described by Y= 2.5 X + 1,65, and fits
a correlation coefficient of (.92 (Fig. 1).

The response observed by analyzing the SCE frequency
per cell in each animal is also reflected in the pooled cell
populations when the cumulative frequency in percentage
versus SCE/cell is plotted. The curves have & behavior sim-
ilir to that previously reported for mdiation and other muta-

" M-C, treated minus control,
BN, number of snimals per gproup, Thiny cells scored peranimal.

*Significunt incrense with respect 1o the eontrl; P < 0.01 Student's t
test,

gens; also, os the dose increases the curves displace toward
higher SCE values (Fig. 2A and B). The sensitization to
SCE induction by gamma rays duc lo BrdU incorporation
can he analyzed comparing these curves, For example, the
cells of the group irradiated with 1.0 Gy before BrdU admin-
istration (Fig. 2A) showed that approximately 50% of the
cells have SCE frequencics greater than 2.0, while 70% of
the cclls have the same SCE frequencics in the curve of
animals cxposed to 0.8 Gy after BrdU incorporation
(Fig. 2B).

Comparison of SCE induction in Spermatogonia,
Bone Marrow and Salivary Gland Celis

Table 111 shows the results obtained by radiation ex posurc
of spermatogonia, bone marrow, or salivary gland cells with
BrdU-unifilarly substitutcd DNA. The latter condition de-
termines a higher response w radiaion as was observed
carlicr (Fig. 1). Both the basal and the induced SCE frequen-
cics are substantially tower in spermatogonia. The fre-
quency of SCEs induced per Gy in spermatogonia is aimost
three times lower than that auained in bone marrow and
sulivary gland cells, However, the rates of the radiation-
induced SCE in selation to their respective basal frequencies
are similar inall the cetl types,

DISCUSSION

SCE is an interesting index of ionizing-radiaton-induced
dumage, becuuse it seems 10 represent a different kind of
DNA damage from that ex pressed as chromosome breaks or
micronuclei, i.c., base damage. adducts or cross-links [Car-
rano et al., 1979; Cassel and Latt, 1980: Ishii, 1981; Kano
and Fujiwari, 1981; Sahar et al., 1981; Uggla and Natara-
jan. 1983). v was initially postulaed that the ability of
ionizing rudiation to induce SCE was related to whether or
not the cells were irradiated after BrdU incorporation |Mo-
rales-Ramirez, ct al., 1984a; Painter and Morgan, 1983);
nevenheless, results in the presentstudy as well as inothers,
indicate that ionizing radiation induces SCE in BrdU-unsub-
stituted cetls [Chao and Rosensicin, 1984: Formace et al.,
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Fig. 2. Cumulative Inguency of cadis with rspect (o the number of SCIE per el in spermatogonia {rom mice
iradiated with 0 (4). 0.27 (+). 0.49 (*)y 1.0 @) Cy of gamma my doscs hdore (A), or with0(9), 0.15(+),
0.27 (*). 0.41 (U}y 0.83 (x) Cy of ganma rry doses alter (3) Brdt) incotporation to DNA.

TABLE IH1. in Vivo SCE Induction by Gamma Rays (*°Co)

in Murine Spermatogonia, Bone Marrow and Salivary
Gland Cells lrradi

After BrdU | poration
Dosc  SCE/ec!
Cells (Gy) x=SD SCECi/SCEc® SCE/Gy SCEiSCEc N
sp, 0.00 L6=0.3 5
0.41 29=03° 1.3 32 1.8 8
B.M. 0.00 41=05 10
0.36 7.3=07° a2 8.8 1.8 10
S.G. 000 54=0.8 12
0,38 K6 =15 3.2 8.4 1.6 §

*Significant differcnce with respect 1o their nonirradialed  controls,
P < 0.01 Student’s ttest,

*SCEi. induced SCE: SCEc, controt SCE.

[1980; Morales-Ramirez et al., 1984a; Nakanishi and
Schncider, 1979: Renaultetal., 1982, Upgla and Nausrajan,
1983].

Although the efficiency of mdiation o induce SCEs has
been considered © be low, it seems that two different con-
cepts confound this affirmation. One is the capacity of radi-
wtion 10 induce SCE, and the other is the possibility of
determining such induction. With regard to the first concept,
itmust be mentioned that the lesion involved in SCE produc-
tion is more efficiendy induced by ionizing radiation than
that involved in chromosome aberrations, compared in
terms of events per cell {Morales-Ramirez et al., 1983 Ina
previous study, the authoms reached the opposite conclusion,
but this was done comparing SCE/cell versus CA/100 eells
[Uggla and Natarajan, 1983}, In relinion 1o the SCE deter-
mination, the increase induced by 0.27 Gy of gamma rays in
spermatogonia (Table 1) with respect o the basal value is
relatively small (30%), but significant and reproducible.
‘The difficulty in detecting small increases in SCE per cell
lies in its relative high basal frequency (3.4 SCE/eell as

comparcd 10 that of micronucici and chromosome aberra-
tions (cqual to or less than (1.01/cell). An additional problem
is that high radiation doscs (more than 1.0 Qy) causc side
effects such as cell cycle delay, ccll death, etc., which
reduce the number of scorable cells for SCE.

There is consistent cvidence demonstrating that sper-
matogonia show lower response to SCE induction by chem-
ical mutagens [Allen ¢t al,, 1978; King ct al., 1982; Paliwi
ct al., 1982]. This could he explained by a higher repair
capacity, by a lower cell-specific inducibility of damage
involved in SCE, or by the presence of physiological barri-
crs that limit the movement of substances toward the germi-
nal celis {Russcll, 1990}, Because these barriers cannot
shicld specrmatogonia from gamma ray cxposure, it was pos-
sible to infer the role of such barricrs on the low sensitivity
of these cells to SCE induction by determining the effect in
murinc spermatogonia, and comparing this responsc with
that obtained in bone marmow snd salivary gland cells. This
was done under conditions that permit a higher SCE induc-
tion, namely BrdU-substituted DNAL

The rate of SCE induction attined in spermatogonia in
the present work was lower than that obtained both before
|Morslcs-Ramirez et al., 1984a) and after {Morales-
Ramirez et al., 1983] BrdU incorporation in murine bone
marrow cells under similar experimental conditions. The
rites of SCE induction in spermatogonia before and alter
BrdU incorporation were approximately 1.0 and 2.5 SCE/
Gy, respectively, compared with the 2.5 and 8.4 SCE/Gy
oblained previously in bone marrow cells [Morales-Ramirer.
ctal., 1984a|.

A lower SCE induction by ex posure to ionizing radiation
inspermatogonia with respect 1 bone marrow cells could be
autributable to differences not necessarily related to the di-
rect induction of damage eficiting SCEsuch as: BrdU incor-
poration, cell viability, or replication rate. Regarding the
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¢ffect of BrdU incorporation, it is peninent 0 menton that
the SCE cffoct was also observed in spermatogonia irradi-
ated hefore BrdU incorporation, indicating that ccll type and
not BrdU incorporation is responsible for the lower SCE
induction. Lower SCE induction in spermatogonia might
also be explained by a higher sensitivity of these cells in
terms of viability, thus not permitting ccils with greater
numbers of lesions cliciting SCE o proliferate. However,
the rclationship betwecn SCE induction and dose seems (0
be directly proportional (Fig. 1). This indicates that the raic
of SCE induction was the same at high doscs, in which the
cell viability was substantially diminished. 1t was also sug-
gested that the cell replication rawe could cause differences in
SCE frequencies; however, there is evidence that cell delay
is not related 10 SCE frequency. Using the same protocol in
bonc mamrow cclls, it has previously been observed that a
higher dose of radiation than used in the present study causes
a 1.4 hr delay, When the cells are harvested 6 hr later, the
delay increases 1.0 hr more; nevertheless, the SCE induc-
tion is the same at both harvest times |Morales-Ramires,
ct al., 1983]. This suggests that the cell cycle delay is not
related 0 the SCE frequency.

The differences in SCE induction, in different ccll types,
could be explained by celt repair capacity or by the time
available [or repair, because the cell cycle duration in sper-
matogonia is approximately twice as long as that in bone
marrow cclls, Howevcr, in murine salivary gland cclls and
bone marrow cells in vivo, the responses were similar, cven
though the salivary gland cells have a cell cycle duration
similar to that of spermatogonia. Thesc SCE rates were
cstimated as a net increase above their respective basal SCE
frequencics, which in spermatogonia is as low as 1.6 SCE/
cell, compared with the 4.1 and the 5.4 SCE/cell in bone
marrow cells and salivary gland cells, respectively.

The results obtained in the present study are consistent
with carier results indicating a lower response of sper-
matogonia 10 SCE induwtion by some chemical mutagens
|Allen et al,, 1978 King et al., 1982; Palitti ct al., 1982],
and a very low basal SCE frequency |Allen and Latt, 1976;
King ct al., 1982; Monles-Ramirez et al., 1984b]. These
responses could be oxplained by the presence of barriers
which restrict the movement of substances oward the mi-
crotubhutar lumen [Russell, 1990]. However, because the
presence of such eell barriers did not shield spermatogonii
from pamma ry exposure, the lower induetion of SCE by
gammi ry inspermatogonia could be due 1o 4 much higher
cificicncy in DNA damage repair.

The fact that SCE indwetion by gamma rws in terms of
respective hasal SCE frequencies is almost the same for
hone marrow, spermatogonial and salivary gland cells (Tu-
bl 1i1), implics that under these circumstances a relation-
ship may cxist between basal and induced SCE frequencics.
A possible explanation for this is that spermatogonia are fess
prone 0 SCE induction because of a smaller zone in the
genome in which SCEs could oceur, e.g., difference in the

size of cuchromatic zones |Bostoek and Christie, 1976; Car-
rano and Wolll, 1975; Carmano and Johnston, 1977; Cros-
sen, 1983; Hsu and Pathak, 1976}, or of zones which are
actively transcribed, The latter is similar to the previously
reporied results which imply that zones of the genetic mate-
rial that arc being transcribed are preferentially repaired
[Bohr ctal., 1985). Perhaps some condition could determinc
that busal and induced SCE frequencics depend on the
length of DNA that is actively cxpressed in the different cell

Bascd on the cvidence indicating that SCE occurs at the
site of a lesion [Morales-Ramirez, ct al., 1990; Raith et al.,
1984}, the previowsly mentioned alternative could explain
the fact that rates of SCE per lesion are disproportionate.
They vary from 1:200 for the treatment with Psoralen plus
near UV [Sahar ¢t al., 1981} to 1:20,000 for UV light
[Reynolds et al., 1979], nitrosopyrene, N-bydroxy-N'-
acetylhenzidine and N-hydroxy-2-aminofluorene [Heflich
ct al., 1986), hecause only lesions indueed in specific sites,
such us cuchromatic DNA [Bosuxk and Christie, 1976;
Carrano and Wolff, 1975, 1977; Crosscn, 1983; Hsu and
Pathuk, 1976} or in transcription zones, could resultin SCE

The results in the present work indicate that (1) gamma
rays induce SCE in spermatogonia, (2) this induction was
increased by BrdU incorporation prior to irradiation, and (3)
spermatogonia arc less prone to SCE induction by ionizing
radiation than bonc marrow and salivary gland cells under
similar cxperimental conditions. The last resultsuggests that
physiological barricrs are not necessarily responsible for the
lower sensitivity of spermatogonia to SCE induction by
chemicals. This lower scnsitivity may be due, instead, to a
higher cfficiency in repairing lesions which induce SCEs, or
to a lower number of specific sites in which the SCEs could
oceur.
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