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RESUMEN

En c&lulas de la m&dula Gsea de ratbn {n vivo, se deter’
mind: 1) la eficiencia de las radiaciones para inducir intexr
cambios e#tre cromitidas hermanas (ICH), asi como el efécto
de la incorporacidn de bromodesoxiuridina (BrdUrd) al ADN, -
ii) 1la eficieﬁcia de 0.36 Gy de radiacifn gamma para generar
ICH y rupturas cromos®micas en ADN unifilarmente substituido
‘con BrdUrd'y 1la corrglacién de estos eventos citogenéticos -
con variaciones en el indice mit6tico y en el tiempo de gene
raciﬁn.prbmedio (TGP) y 1iii) 1la frécuéncia de ICH a varios -
'TGP 'después de la irradiaciém con 1.9 Gy de TAyos gamma Como
fndice de persistencia y reparaﬁilidad de la lesién radioin-
duéida involucradéﬁen la produccidon de ICH.

Se observe que la radiacidn gamma es capaz de inducir -
ICH én células de la médula &sea de ratdén £n vive y que la -
iﬁcorporaciﬁn de Brded al ADN incrementdé dicha induccidn.

Se obtuvo evidencia de que la frecuencia de ICH es mu-

- cho mayor que la derrupturas ﬁromosﬁmicas después de la irra
diacifn con rayos gamma y que no hay una relacidn aparente -
entre los eventos citogenéticos antes mencionados y las va -
riaciones de iIndice mitdtico y TGP producidas por la radia-
cién ionizante. Algunos datos sugieren.que las cé&lulas con -
rupturas cromosdmicas dobles (dicéntrico y/o 2 fragmentos -
cromosfmicos) tiene un mayorrretardo mitdtico que las cglulas

con Tupturas cromosOmicas sencillas (fragmento cromosdmico].



Finalmente se observd que la frecuencia promedio de
ICH es significativamente mayor en las células irradiadas- -
due en los testigos afin 96 horas después de la exposicion, -
sugiriendo que 1la lesién radioinducida generadora de ICH es

persistente y no facilmente reparable.



INTRODUCCION

Los intercambius entre cromitidas hermanas (ICH) son -
transposiciones simétricas equivalentes entre las cromitidas
de un mismo cromosoma. La primera evidencia de dichﬂ fendmeno
fue reportada por Taylor (1958) usando métodos autorradiogri-
ficos. Sus experimentos consistieron en la incorporacién de
la timidina tritiada en la primera.de dos divisiones subse_-
cuentes, al fiﬂal de las cuales en las células en metafase -
observd que los cromosomas tenian una cromitida marcada y -
otra sin marcar. Siendo esto evidencia de la duplicacién se-
- miconservadora y de la presencia de una sola banda de dcido -
desoxiribonucleico.(ADN) por cromﬁtida. Ademis reportd que -
con cierta:frecuencia se intercambiaban segmentos de cromdti
‘da marcada con Segmentes no marcados de la cromidtida hermana,
io qﬁe‘constituyé la primera evidencia'directa de intercam_-
blO entre cromitidas hermanas, evento que habia sido propues
to previamente al cbservar que los cromosomas en anillo en -
células de maiz, formaban eventualmente anillos dicéntricos

del doble del tamafio inicial (McClintock, 1938).

Recientemente han sido desarrcolladas uﬁa serie de técni
cas basadas en la incorporacifn de bromodesoxiuridina (BrdUrd)
durante dos ciclos celulares o en el primero de dos subsecuen
tes, después de lo cual las preparaciones de cromogomas son.
sometidas a diversos tratamientos (Koremberg y Freedlender,

1974; Scheres et al., 1977; Takayama y Nakanishi, 1977), te-



fiidos con. Giemsa o analizados en el microscopio de fluores_-
cencia usande tinciones especificas (Latt, 1973).

Estas metodologias que han permitido una excelente tin-
cifn diferencial de las cromi#tidas hermanas, asi como la de-
teccidn inequivoca del intercambio entre cromitidas hermanas
de segmentos tan pequefios como lo permite la resolucidn del
microscopio de luz.

El advenimiento de dichas té&cnlcas de tincidn diferen:-
cial de las cromitidas hermanas ha permitido el desarrolla -
de mitltiples sistemas, tanto .n vive (Bloomy Hsu, 1875; Kli-
german y Bioom, 1976; Schreck, et al, 1979) como in witho -
(Latt, 1974; Vogel y Bauknecht, 1976; Rafetto et al., 1979;-
Guerrero et al, 1979; Ikeuchi y Sasaki, 1981; Abe y Sasaki,-
1982), para el estudio del fendmeno ICH.

En términos generales, en la actualidad se estd reali_ -
zando una intensa investigabiﬁn relativa al posible signifi-
cado biolbgico de los ICH y a su uso como indicador de daﬁo-
sobre el ADN por agentes mutigenos carcinfgenos fisicos y -

quimicos.

Significado Biol6gico

No obstante que el significado bioldgico de los ICH no
ha sido establecide, hay actualmente una gran cantidad de ip
formacidn periinente. que indudablemente serd la base del eg.
clarecimiento de dicho problema,

Se ha demostrado que el proceso de intercambio entre -



cromédtidas hgfmanas-requiere el pasb de la célula por la eta
pa‘de sintesis (85) del AND (Wolff, 1974) afin mds, se ha obte
nido evidencia sugestiva de que es durante o inmediatamente
después de que se ha formado la bifurcacién emn la sinteéis -
de ADN, cuando se lleva a cabo el intercambio de doble baﬁda
entre las cadenas de ADN (Kato, 1980b). Recientemente Anders
son (1983) ha obtenido evidencia sugestiva de la induccidn -
de ICH en la etapa G;. Dichos datos de ser corroborados tie-
nen importantes implicaciomes, tanto en relacion con la for-
macidn de ICH, como com respecto al proceso de condénsacidn
de los cromosomas.

El_hechd dé que la duplicacidn del ADN fuera el momento
mis apropiado para que se Ileveh a cabo los intercambios en-
tre cromitidas hermanas, podfia predecirse con base en que du
rante la duplicacifn del ADN es cuando las cadenas se encuen
tran lo suficientemente unidas en las zonas homélogas, para
permitir que se realice dicho intercambic de una manera que
también parece ser simétrica y equivalente a nivel molecular.
Por lo que es el momento én que dicho proceso resulta menos
"costoso" energdticamente para la célula, ya que después de-
"la sintesis se requeriria de sistemas de reconocimiento y de
asociacidn de las moléculas de ADN ya duplicadas.

Auﬁque parece ser concluyente la evidencia de que es du
rante la fase '"S" el momento en que se llevé a cabo el inter
cambio entre cromitidas hermanas, el mecanismo por el cual -

éste se lleva a cabo no ha side establecido, parece haber di



versas causas que desencadenan el proceso; es decir, que el
ICH puede ser inducido por mGltiples circunstancias como: -
daﬁo al ADN (Perry y Evamns, 1975; Abe y Sasaki, 1977; Nakani
shi y Schneider, 1973} por inhibicién del proceso de sinte_-
sis de ADN (Ishii y B;ﬁder, 1980; Rainaldi y Mariani, i982),
por inhibicidn de las emnzimas involucradas en dicho proceso
(Ishii y Bender 1980), por enzimas involucradas en la repara
cién [Oikawé et al., 19803 Morgan y Cleaver, 1982) o por un
agente promotor de céncer, no involucrado‘en la produccidn -
de lesiones sobre el ADN (Kinsella y Radman, 1978; Schwarts,
1982). '

Por otro lado, esfe proceso parece producirse dé manera
"esporitinea'" como se sugirid por la formaciGn de anillos di-
céntricos {McClintock, 1938), en clulas que no fueron trata
das o .cuando menos no de una mantera intencional con algin -
agente conocido ahora como Inductor de ICH. Por otro lado, -
con las técnicas basadas en la incorporacidn de BrdUrd se ha
puesto en duda si este compuesto pudiera jugar un papel im_-
portante en la frecuencia basal de ICH, aunque se ha observa
do taﬁto Ln vive (Tice et al., 1976), como {n vifrs (Kato, -
.1974) que por debajo de determinada dosis de BrdUrd, que per
mite afin la deteccidn de ICH, la frecuencia de €stos permang
ée constante. Por otro lado, ﬁa sido descartada la idea de -
que las zonas ricas en AT y potencialmente mis susceptibles
de incérpurar BrdUrd, sean mis sensibles a la induccidn de -

ICH (Thust y Ronne, 1982). También se ha propuesto que la -



BrdUrd que no se inﬁorpora al ADN, pueda jugar un papel mis
imﬁortante en la induccidn de ICH, alterando las pozas meta-
b6licas de nucledtidos (Davidson et al., 1980).

Los estudios previos en que se utilizaron mé&todos éuto—
rradiqgréfieos (Taylor, 1958), o la segregacidn de anillos.di
cénFricus (McClintock, 1938}, permitieron inferir la -existen
cia de una frecuencia basal o espontinea de ICH. Posterior -
mente a estos estudios se ha demostrado que existe la posibi
lidad de que ios ageﬁtes externos nsados en la deteccidn de
ICH como seria el tritio incorporado en los métodos autorra-
diogrificos (Brewen y Peacock, 1969; Gibsen y Prescott, 1972)
e incluso las condiciones de cultivo, como el tipo de medio
y otros pueden alterar la frecuencia basal {Kato y Sandberg,-
19773 Morgaﬁ vy Crossen, 1981). Con'relacién a esto se ha ob-
servado una frecuancia basal de ICH menor £im vivo que in vi_

tha {(Kram et al., 1979).

Crossen et al., (197?); en una revisién de frecuencias
de ICH basales de linfocitos humanos reportados por varios -
autores, concluye que dichas frecuencias varian de 5.3 a -
27.3 ICH/CElula, observﬁndose dos valores modales, uno alre-
dedor de 6 y otro alrededor de 14. In vivo en diversos teji-
dos de ratbn, rata y criéeto (Takehisa, 1982) el valor basal
es entre 3.0 y 5.0 y siendo la excepcidn las espermatogonias
en las cuales se han encontradc consistentemente valores ba-
sales mds bajos, de alrededor de 1.7 ICH/célula (Morales et

al., 1984, Takehisa, 1982). Estos sonlos valores basales por



dos ciclos de divisidn en presencia de BrdUrd.

Recientemente Schvartzmaﬁ ¥ Goyanes (1980) mediante 1la
técnica de tincidn diferencial de las cromitidas en '"tres -
vias de.diferenciacién" desarrollada por ellos mismos, la cual
permite determinar el niimero de ICH que se han producido en
una célula en cada uﬁa de tres divisiones subsecuentes, han
observado que la frecuencia basal de ICH se incrementa en -
las tres divisiones sucesivés en células de crisete chino 4r
vitre. Morales et al., (datos no publicados), usando la adap
tacibn'para condiciones in vive de la técnica de tincién di- -
ferencial de cromatidas en "tres tonos" hén observado que -
las frecuencias de ICH para las 13, Za_y 3% divisiones en -
presencia de BrdlUrd son de alrededor de 0.5, 1.7 y 2.6 ICH/
c€lula/ciclo de divisidn en c&lulas de la médula Gsea de ra-
tin. Considerando que la metodologia implica la incorpora_-
cifn de cantidades crecientes de BrdUrd al ADN, se puede con
cluir que la BrdUrd si influye de manera importante en el --
valor basal de ICH. Incluso observaron que alrededor del 60%
de las cé€lulas en primera divisién no tenian ICH, lo que su-
giere que la frecuencia de ICH en ausencia de BrdUrd puede -
ser mucho menor que 0.5 ICH/cé&lula/ciclo de divisién.

El problema de la existencia de ICH "espontidneos™ o ba-
sales no es de ninguna manera.trivial, ya que si estos ICH -
son produciﬁos por un mecanismo distinto a los antes mencio-
nado§ es decir, béjo condiciones mis naturales, tal vez esta

via esté mids relacionada con el sipgnificado biol6gico real -



del proceso, tomando en cuenta que la frecuencia esponténea
es mds ¢ menos constante y persistente. Incluso ha sido'pné-
tulado que pudiera ser una caracteristica heredable y ligada
al sexo (Cohep et al., 1982).

Kato (1980a}) ha propuesto QUe la presencia de ICH espon
téneos o basales esti ligads con el proceso de sintesis de -
ADN, basindose en el efecto que tieme la temperatura del cul
tivo sobre la induccidn de ICH, como el mismo menciona,'el -
efecto de induccidn de ICH por la temperatura fue analizado
basdndose en una grifica de Arrhenius en la cual cbservé la
ﬁresencia de dos pendientes, una en el intervalo dé 1y -
39 fC Yy otra en el de 39 a 42 °C, sugiriendo la existencia -
de dos proceébs que relacionan la induccién de ICH con la -
temperatura. Sin embargo, al estﬁdiaf el efecto de la tempe-
ratura en diferentes etapas del ciclo celular sobre la induc
citn de ICH, usa 41 °C, temperatura que no esti comprendida
en el prime{ intervalo que incluye la temperatufa considera-
da como fisioldgica, es decir, que a 41 °C se estd favore -
ciendo la induccidn de ICH mediante otro mecanismo gue no es
el_"esﬁuntﬁneoh, por leo ﬁue‘sus observaciones y otras consi-
derééidnes que hace sobre datos obtenidos a temperaturas ma-
yores de 39 °C no son vilidos. Como por ejemplo 1la acumula_-
cibn de fragmentos de ADN naciente a temperaturas de 40 °C.

" por otro lado, considera la posibilidad de dafio espon-
-tineo como las depurinaciones, el cual se ha demostrado es -

temperatura-dependiente (Verly et al., 1973],‘siniembargo es
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to implicaria que dicho proceso de induccidén de ICH por la -
temperatura seria equivalente en cierta forma con el induci-

do por agentes que dafian al ADN causando depurinacién.

El ICH como Indicador de Dafic

La induccidn de ICH por agentes mutdgenos-carcindgenos,
ha sido ampliamenté demostrada, tanto en sistemas {n vi{ve -
(Morales-Ramirez et al., 1980; Nakanishi y Scheneider, 1979;
Schreck et al., 1979; Stetka y Wolff, 1976a), como Ln vitre
(Abe y Sasaki, 1977; Perry y Bvans, 1975; Popescu et al., -
1977;.Stetka y Wﬁlff, 1976) y tanto por agentes quimicos de
accitn directa (Perry y Bvans, 1975; Morales-Ramirez et g;;,
en prensa; Nakanishi y Schneider, 1979) o indirecta (Morales
Ramirez, 1980; Schreck et al., 1979, Stetka y Wolff, 1976 a
Y b} como por agentes fisicos como caler (Kate, 1980), luz -
U.V. (Wolff et zl., 1974; Mac Rae et al., 1979), ultrasonido
{Liebeskind et al., 197%9) y radiacién ionizante. Existe cier
ta divergencia con respecto a esta ﬁltima; Ya que algunos au
tores reportan una considerablé induccidn (Abramovsky et al,,
1978; Morales et al., 1983) y otros una nula induwccidn (Lit-
tlefield, et al., 1979).

Se ha demostrado usando metil metano sulfonato (MMS) -
que los éistemas de deteccidn de mutigenos basados en el anf
lisis de ICH son con mucho mis sensibles que otros sistemas

de deteccién en mamfiferos (Marquard y Bayer, 1977), teniendo



~ademis ventajés en Euanto a reproducibilidad y facilidad de
maﬁipulaciﬁn.

Se ha propuesto por el grupo sobre ICH del Programa -
GENE-TOX de los Estados Unidos de América (Latt et al.,.1981)
que la metodologia de ICH tiene tal reproducibilidad que bas
ta el andlisis de 25 c&8lulas por dosis en los sistemas in vd
tno. Para 105 sistemas .in vdvo recomiendan un minimo de 3 -
animales'y 25 c&lulas por animal y tres dosis diferentes.

El mismcrgrﬁpo hace las siguientes consideracicnes so_-
bre el uso del anilisis de ICH como método de deteccidn de -
mutigenos:

a) Es excelente para detectar agentes que producen aduc

tos en el ADN.

b) Bs mucho mds sensible para detectar mutédgenos quimi—
cos que el método basado en el andlisis de aberracio
nes cromosdémicas.

c) Hay ensayos tanto {r vivo como 4£n vitic para detec_-
tar tanto mutdgenos directos o indirectos, es decir
que rtequieran o no activacidn netabdlica.

d) Es un método relativamente répido.

e) Los sistemas .in v{ve permiten el anilisis en tejides
diversos incluyendo c&lulas germinales.

f) Bxisten sistemas en organismos diversos incluyendo -
plantas y animales no mamiferos, los cuales pueden -
ser usados como monitores ambientales de agentes ge-

notdxicos.
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g} Este ensayo puede ser usado‘en_poblaciones humanas.

h) Existen pocos falsos positivos.

En cuanto a las principales desventajas que ellos consi
deran son: '

a) Poco sensible para mutigenos que inducen rupturas do

bles ‘

b) El desconocimiento de su significado biolégicoi

¢) El desconocimiento de la correlacidn dé ICH con el -

nfimero de lesiones.

d) El efecto sinérgico o aditivo que puede tener la -

BrdUrd respecto al mutZgeno.

Se conocen entre los agentes quimicos los denominados -
dependientes y ﬁo dependientes de la fase de "S",‘denominacién
que se basa en el hecho de que se requiera ¢ no que la célu-
la pase por la fase "S" para que su efecto se exprese como -
aberraciones cromosfmicas; se sabe que los agentes "S" depen
dientes son los mds efectivos para inducir ICH (Latt, 1974;
Perry y Evans, 1975; Nakanishi, 1979).

Hay evidencias importante; que sugieren que la induccifn
de ICH mediante el dafio sobre el ADN inducido por agentes mu
tigenos-carcindgenos, implica dafio persistente a2l momento de
llegar a la etapa de "S'", lo cual fue evidenciado por el he-
~cho de que dando una mayor oportunidad_para la reparacidm de
dﬁﬁo sobre el ADN, ampliando el tiempe entre la induccién del
dafic y 1a etapa de 5, ya sea por confluencia (Nagasawa y Lit

tle; 1981; Nagasawa et al., 1982), o por privacién de argini
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na (Mac Rae et al., 1979) o por la disminucién de temperatu-
ra en~cuitivos vegetales (Schvartzman y Gutiérrez, 1980) -
trae como consecuencia que la frecuencia de ICH disminuya. -
| De igual forma si se permite 1é fotorréactivacﬁi1 de los dimg
ros de pirimidina inducida por 1la luz U.V., el nGimero de ICH
decrece (Kato, 1974; Natarajan gg‘gl;, 1980)}.

El tipo.de dafio involucrado en la induccidén de ICH no -
ha sido establecido, aunque dada la variedad de agentes que
provocan ICH, se puede po;tular que las lesiones son de indo
le diversa, aunque como los agentes en general producen di-
versos tipos de dafo, pudiera ser que el dafo generador de -
| ICH fuera comfin’ para algunos agentes.

Se han hecho intentos con alpunos agentes para estable-
cer qué tipo de dafic es el que esti involucrado en la induc-
cién de ICH.

La mitomiéina C, 1la cual es un agente capaz de unirse -
al ADN peor uno o dos extremos, ya que es bifuncional, se ha
comparado con decarbamoil Mitomicina € (DCMC), la cual tiene
una estructura quimica similar, pero sélo produce monoaduc_-
tos y no enlaces cruzados. En dichq estudio se determindé que
la DCMC es méé eficiente, lo cual indica que los monoaductos
son el principal dafio inductor de ICH {Carrano et al., 1973).
Por otro lado en un experimento en el que usaron mitomicina
C en células de pacientes con Xeroderma pigmentosum (XP) o -
con Anemia de Fanconil (AF), las cuales son deficientes para

Teparar monoaductos y enlaces cruzados, respectivamente, con
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cluyen que ninguna de esas lesiones son importantes en la ge
neracion de ICH y proponen los enlaces ADN-Proteina como los
candidatos mds probables (Ishii, 1981). En una investigacidn
similar los autores analizaron la frecuencia de ICH produci-
dos por Mitomicina C y DCMC en c&lulas de XP-y AF y concluye
ron que la induccién de enlaces cruzados es la lesidn mds -
eficiente (Kano y Pujiwara, 1981]).

Con respecto a la induccidn de ICH por el tratamiento -
con 8-metoxy-psoralen seguido de exposicidn a luz U.V. cerca
no de 313 nm de longitud .de onda, el cual tambi&n puede pro-
ducii aductos ¥ enlaces cruzados, se ha hecho un experimento
para definir cufl de los dos es el responsable de 1a‘iﬁducciﬁn
de ICH, en dicho estudio concluyen que ambos tipos de lesién
pueden ser los causantes (Cassel y Latt, 1980); el mismo gru
po, usande rayos lasser en vez de U.V. cercano, los cuales -
producen basicamente monoaductos, concluyen que los ICH son
causados principalmente por menocaductos, auhque no descartan
del todo ios enlaces cruzados, observando una éficiencia de
ﬁn iCH por cada 200 monoaductos (Sahar et al., 1981).

Otra dificultad que se ha presentado para establecer el
tipo de dafio involucrado en la induccidn del ICH es el hecho
de no haber uma correSponﬁencia entre el nimero de lesiones
sebre el ADN vy la cantidad de ICH, lo cual se ha observado -
para el t;étamientu con psoralen mas luz U.V. cercano, (Sa_ .
har et al., 1981) y luz U.V, lejano (Reynolds et al., 1979).

El niimero de lesiones por ICH va de 200 para psoralen -
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mas luz U.V. cercano (Sahar et al., 1981}, hasta 20,000 para
luz‘U.V. lgjano (Reynolds et al., 1979), aunque no se descar
ta que pudiera estar involucrado otro tipo de lesibn no de_-
tectada, la cual se produzca con una frecuencia menor.

Otro aspécto iﬁteresante con respecto a las lesiones in
volucradas en 1; induccién de ICH, es la posibilidad de que
en algunos casos 8stas persisten por varias generaciones ce-
iulares, sugerido por la presencia de niveles altos de ICH -
en?diviéiénes subsecuentes, 1o cual se ha observado para tra
tamiento con AcetOxiacetylaminofludreno, Etil metﬁno sulfona
to (EMS) y metilmetano sulfonate (MMS) (Tice y'Schvartzman, |
1982), 9 metq;ypsoralen plus U.V. cercano (Latt y Loveday, -
1978), Mitomicina C (Ishii y Bender, 1978).

En otros casos si ha sido observada la desaparicitn de

los ICH como los provocadeos inducidos con cafeina (Tice y -

Schvartzman, 1982) con BrdUrd plus lmz visible (Schvartzman,

et al, 1979). La persistencia de los ICH ha sido interpretz-

da como falta de competencia para reparar el dafio involucra-

-do en su origen {Tice y Schvartzman, 1982).

- La técnica de diferenciacidén de cromidtidas en tres to_-

nos, ademds de permitir el andlisis del nimerc de ICH produ-

.cidos en divisiones subsecuentes como se menciond previamen-

~ te, permite detectar la posibilidad de que una misma lesidn

produzca ICH en divisiones subsecuentes. Con dicha técnica se
ha demostrado que si bien el tratamiento con luz ultraviole-
ta o Mitomicina C producen lesiones persistentes, una misma

lesidén no produce ICH en divisiones subsecuentes o cuando -
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menos no en la mayoria de los casos (Schvartzman et al., 1984;
Schyartiman et al., manuscrito en preparacidn)..

| Otra via de produccidn de ICH independiente de la induc
cién de dafio sobre el ADN, es la inhibicidn de la progresién
de la sintesis del ADN, Esta propuesta se basa en el efecto -
de la cafeina sobre la frecuencia de ICH generados por agen_
tes quimicos (Shiraishi y Sandberg, 1980), que a semejanza -
-con el sindrome de Bloom en que se asocia a la alta frecuen-
cia de ICH (Chaganti et al., 1974) con una mayor duracidn -
" del ciclo celular ¥y en particular de la duplicacién del ADN
(Hand y German, 1975). Sin embargo no es factible discrimi-
nar cuil es la céusa ¥ cuidl el efecto, es decir, podria ser
que el procéso de formacidén de los ICH aumentari la duracién
del ciclo celular en general y de la etapa de sintesis del -
ADN en particular o que efectivamente el aumento de la dura-
cibén de la etapa S indujera mayor nfimero de ICH.

Por otro lado, se ha obtenido evidencia de que es posi-
ble aumentar la frecuencia de ICH mediante tratamiento con -
calor durante la fase "S"; asociindose a su vez con un retar
do en el curso de la sintesis de ADN {Kato, 1980).

' La evidencia mis directa ha sido obtenida mediante el -
‘uso de inhibidores especificos de la sintesis de ADN como hi
droxiurea (inhibidor de 1la ribonucleotidoreductasa), 1 B D -
arabinofuronasil-;itocina y Aphidicolin (inhibidores de la -
polimerasa o) los cuales incrementan los ICH tanto basales -

como inducidos por etil metano sulfanato (Ishii y Bender, -
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1980; Rainaldi y Mariani, 1982; Nishi et al., 1982).

_ Un rasgo caracteristico con respecto a la generacidn de
IéH mediante inhibidores de la sintesig de ADN, ha sido des-
ctrito recigntemehte, este se basa en la comparacifn de la dis
tribucifn de frecuencias de ICH/célula; la que para inducto-
res de ICH por dafio en el ADN se comportan como una distribu
cién de Poisson tendiendo a la normalidad (Rainaldi y Maria-
ni, 1982) en cambio la observada para inhibidores de la sin-
tesis de ADN presentan una subpoblacifn que se distribuye de
una forma similar a la de c&lulas no tratadas y una subpobla
cién con un intervalo muy amplic de frecuencias y con iIndi_-
ces muy altos de ICH (Rainaldi y Mariani, 1982).

Se ha-observado que los agentes que bloquean la sintesis
de la-poly-ladenosina difosfato ribosa) polimerasa (enzima que
se sintetiza en.respuesta a extremos de banda sencilla o do-
ble caudadas por duplicacién, dafio 6 reparacién)} producen un
incremento en la frecuencia de ICH basal (Oikawa'gg'él., -
1980; Natarajanm et al., 1981) o inducida por MMS (Morgan y -
- Cteaver, 1982). Otros agentes que inhiben la sintesis de pro
teina iphiben los ICH generados por luz U.V., EMS y MMS (So-
no y Sakaguchi, 1981). En ambos casos el mecanismo estd lejos
de ser conocido, aunque se propone que para el primero la -
~falta de reparacidn causa los ICH y que para el segundo se -
puede explicar con base_en'que se requiere la sintesis de -

proteinas para que el proceso de ICH se lleve a cabo.
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Recientemente se ha aislado una cepa celular mutante de
ovario de criseto chino (CHO) que entre otras caracteristi_- -
cas como deficiencia en reparaciﬁn,.presenta una frecuencia
basal de ICH similar a la observada en el sindrome de Bloom
(Thompson et gl.; 1982). Es posible que el estudio de dicha
cepa pueda arrojar alguna luz sobre el mecanismo de produc_-
cidn de ICH.

"Aunque es poco claro y tambifn poco reproducible el -
efecto que el promotor de cincer 12-0~tetrédecanoil forbol- .
13-acetato (TPA) tiene sobre la induccién de ICH (Gentil et .
al., 1980; Kinsella y Radman, 1978; Loveday y Latt, 1979; -
Popescu gt al., 1980, Schwartz gt al., 1982), ha creado gran
" interés y controversia por las implicaciones que tendria el
rvealcionar la promocifn de cincer y la produccidn de ICH. Se
- ha obsérvado ademds, que algunos antagonistas del promotor -
come la antipaina y léleupeptina, inhiben el incremento de -
ICH causados por TPA (Nagasawa y Little, 1979). Por otrec lado
algunos grupos no han observade induccidn, (Fichman et al, -
1979; Fujiwara et al., 15930; Tmmmsongg_gi., 1980) e incluso
han demostrado impureza del agente promotor (Schwartz gt al.,
1982). Sin embarge es posbile que la frecuencia basal de los
diferentes sistemas, asi como el pequefioc incremento inducido
por el TPA, jueguen un papel importante en la controversia.-
Una observacién interesante es gue en un reporte se menciona
la induccién de células con "demasiados ICH para contarlos"

{Kinsella y Radman, 1978), en caso de que fuera un efecto del
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TPA, implicaria a la luz de la caracteristica antes menciona
" da de la distribucibn de frecuencia de ICH por clula, que -

el TPA estd inhibiendo la sintesis de ADN.

Distribucifn topogrdfica de los ICH

Utilizando bandeo cromosdmico, se ha sugerido que la in
duccidn de ICH no es homogénea.a lo largo del cromesoma, sino
que hay zonas preferenciales, Latt (1974) ha demostrado usan
do bandeo con quinacrina que las uniongs entre las bandas pg
sitivas y negativas presentan una mayor frecuencia de ICH. -
Se ha observado due la frecuencia de ICH en la heterocromati
na constitutiva del cuello del cromosoma X es menor que en -

' la eucromatina, en células de muntjac hindfi, tanto para los
ICH espontineos (Cafrano, 1975), como para los inducidos por
Mitomicina C {Carrano, 1977). Se hicieron cobservaciones simi
lares en los cromosomas de la rata'cangurd (Bostock y Chris_-
tie, 1976); Criseto chino y Microtus montanus (Hsu y Pathak,
1976) y linfocitos humanos (Crossen, 1983). Sin embargo Nata
rajan y Klaterska, (1975) observan una frecuencia mayor de -
ICH en Ia heterucromﬁtina constitutiva de los cromosomas X -
de Microsfus agmzétis. La diferencia puede ser debida a 1las
limitaciones de resolucitn del microscopio de luz, 1la cual -

" no permite de una manera absoluta establecer la correlacidn

entre las bandas y los ICH. No cbstante si parece h;ber con-
senso en que las zomnas entre la eucromatina y la heterocroma
tina ocurren ICHsS con mayor frecuencia, '

Una posibilidad que se explord y que explicaria la dis

tribucifn no azarosa de los ICH debido a la presencia de -
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agrupamientos de adenina-timina, en los cuales habria una ma
yor incorﬁoracién de BrdUrd. Thust y Ronne, (1982) usando ne
tropsina para determinar los agrupamientos de A-T concluyen

que no obstante que los ICH no se distribuyen al azar, no -
'hay una corrglaciﬁn entre su localizacidn y los agrupamien -

tos de A-T,

ICH en Padecimientos Genéticos

Se ha estudiado la frecuencia basal o la sensibilidad -
a la induccitn de ICH por diferentes agentes en c&lulas con
sindromes diversos, relacionados con desarrollo de necplas_-
mas, inestabilidad_cromcsémica o deficiencias en la repara-
cidn, como Progeria,.sindrome de Werner (Darliﬁgton gi'gl.,
1981), D}skeratosis‘congénita (Xano y Fujiwara, 1982) Anemia
de Fanconi (Latt et al., 1975) y Ataxia telangiectasia {Ga_-
lioway, 1977), observando Que sus frecuencias basales son si
milares a las mormales, al igual que la respuesta a los agen
tes que son especialmente sensibles en t&rminos de viabili_-
dad o induccibn de aberraciomes cromosdmicas. Por otre lado
se ha observado en c@lulas de pacientes con Xeroderma pigmen
tosum que tienen una frecuencia basal de ICH equivalente a -
las c&lulas normales (Wolff et al., 1975), sin embargo son -
mis sensibles a la induccién de ICH por luz ultravioleta (de
Weerd-Kastelein et al., 1977) y mutdgenos quimicos (Wolff, -
19773}, 1lo cual se explica por su deficiencia en la reparacidn
por esciéidn.

Sin embargo el caso m#s interesante es sin duda el sin
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drome de Bloom en el cual se ha demostrado que 1la frecuencia
basal de ICH es de aproximadamente 90 (Chaganti et al., 1974).

9
-M es -

No obstante que la induccién por Mitomicina C 1x10°
de aproximadamente de 8 ICH/c&lula en células normales y de
48 ICH/célula en células de Bloom. Los autores basindose en
el incremento relativo (Shiraishi ¥ Sandberg, 1978) conclu -
' yen que las cZlulas de pacientes con sindrome de Bloom no son
mis sensibles. El incrementc relative (No. de veces el valor
basal) para las células normales es de 2.2, para células con
Bloom de 1.6, Si se considera ia diferencia tan grande en -
los valores hasales, es claro que la comparacién de la indugc
cidn por inﬁremento relativo no es pertinente, Ademis habria
‘que considerar que es posible que en el caso de las céluias
con sindrome de Bloom se pudiera estar llegandp a la satura-
ci6n o al limite de cuantificacién de los ICH. Por 1o que se
puede concluir que las c@lulas con sindrome de Bloom no séle .
tienen una basal de ICH aumentada, sino que también son mis
sensibles a la induccidn de ICH por Mitomicina C.

Tice (1978) reportd que la cocultivacidn de fibroblas -
tos normales y fibroblastos de pacientes con sindrome de -
Bloom produce un aumento en la frecuncia'de ICH en las célu-
las normales. Sin embargo, estudios similares con células de
criseto chine (Van Buul, P.P.W. et al, 1978), fibroblastos -
humanos (Rudiger et al., 1980) y cé&lulas HPGRT (Hipoxantin -
guanin :ribosil transferasa deficientes) (Schonberg yGerman,-

1980) cencluyen que el co-cultivo de estos tipos celulares -



con células de pacientes con sindrome de Bloom disminuye, al
menos parcialmente las frecuencias elevadas de estas filtimas.
Lo que indica que las c&lulas de pacientes con sindrome de -
Bloom no segregan ningln "factor" gque induzca ICH; sino que
al contrario, la cocultivacidn permite reducir este efecto.
Esto Gltimo fue ccnfirmadu mediante la fusién de c&lulas de
individuos normales y con sindrome de Bloom, obteniéndose -
frecuencias normales en los dos tipos celulares (Bryant et al.,
1979)}. De lo cual se desprende que existe alguna enzima o -
agente que no es sintetizado por las células de pacientes con
sindrome de Bloom y que trae como consecuencia la produccién
de miltiples ICH.

Por otro lado se han reportado frecuencias elevadas en
diversos estados patolBgicos como hepatitis (Ghosh, 1982)y
anemia mepgaloblidstica (Knuutila, 1978). En otros no se ha ob
servado como en leucemia y preoleucemia (Knuutila, 1978).

En relacidn con la edad se ha visto que los ratones jo-
venes tienen una mayor sensibilidad a la induccidén de ICH -

por diversos agentes mutdgenocs (Nakanishi et al., 1979 y 1880).

Modelos de Formacidn de ICH

Dado que toda la evidencia obtenida al respecto indica
que los ICH son producidos durante la etapa de sintesis del
ADN resulta pertinente hacer una breve descripcidn de lo que

en la actualidad se sabe respecto al proceso de duplicacidn
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¥y respecto a la compleja estructura en la cual el ADN se en-
cuentra integrado dentro del nficlec de organismos eucariontes.

En base a la combinacifn de anflisis bioquimico, de di-
fraccidn de rayos X y de microscopia electrfnica de cromati-
na aislada y reconstituida, se han obtenido logros importan-
tes en relacidn a la estructura y composicién. de 1la cromati-
na en general y al nuclecsoma en particulaf (Kornberg,1977;
Fisher ¥y Wiliiams, 1979; Mc Ghee ¥y Felsenfelﬁ,_]gso;'Igo~Ke-
menes et al., 1982; Champoux, 1978). : |

La unidad éstructural de la cromatiﬁa és el nuclosoma .
~que es una pafticula aproximadamente esférica, con un difme-
-tro de aproximadamente 10 nm y constituido por alrededor de
200 pares de nucleétiﬁos y dos moléculas de cada una de las
_ histonas H2A, H2B, H3 y H4. Se ha sugérido que los nucleoso-
mas se encuentran enlazados por um cierto ntmero de nubleﬁti
dos, a los cuales se asocia otro tipec de histona 1a H1, uma
Subf?accién de 1a H1 denominada H1%, la cual al igual que la
H5 substituye a la H1 cuando no hay sintesis de ADN. Esta -
composicidn general del nucleosoma ha sido demostrada en di-
versos tejidos de maltiples especies de eucariontes incluyen
do mamiferos.

Se ha demostrado recientemente la presencia de una se_-
rie de proteinas asociadas a mononucleosomas (aisladas por nu
cleasas) como las HMG14 y HMG17 equivalentes a la H6, las cua
les se unen al nucleosoma en proporcidn de Z molé&culas por -

nucleosoma. Se ha demostrado que las histonas como H2ZA y H2B
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al conjugarse con la Ubiquitina dando lugar a la proteina AZ4,
Esta proteina pudiera ser un buen candidato para regulacidn
de transcripcién, ya que la transcripcién de la cromatina nu-
cleolar es acompafiada por una disminucién del contenido de -
AZ24. Se ha propuesto ademis que dado que los cromosomas meta
fésicos no contienen proteina AZ4, la remocidn de dicha pro-
teina puede &iéparaf la mitosis.

Hay‘evidéncias de que en las células es posible encon_-
trar variedades menores de las histomas, las cuales‘se dié_-
fiﬁéuen.en algunos aminoidcidos. En algunos casos se han aso-
ciédo cambios en la frecuencia'&e dichas variedades relacio-
nados con el desarrollo o con el tipo de tejide.

No obstante que el nucleosoma se puede considerar la -
unidad estructural de la cromatina y que'parece ser indepen-
diente del estado fisiolégico de 1la c@&lula o de la etapa del
ciclo celular, existen otros niveles de organizacién o con_-
densacidn, hasta llegar a la estructura de mayor orden: el
cromosoma metafisico. | -

Los primeros niveles de organizaci6n superiores a los -
nucleosomas lo constituyen las fibrillas de 10 nm y las fi_-
bras de cromatina de 25 a 30 nm, las cuales han sido eviden-
ciadas por microscopia electrfnica, y pueden interconvertir-
se vériando la fuerza ifnica. Sin embargo hay que tener en -
cuenta que la reproducibilidad de la informacidn acerca de -
estos niveles de 6rganizaciﬁn no es adecuada, debido a los -

diferentes métodos de aislamiento de cromatina,
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No se ha establecido la forma como los nucleosomas es_--
tdn organizados en la fibra de 25 nm, si en forma glebular -
supranucleosomal o siguiendo un patrdn helicoidal denominado
sélenoide incluyendo de seis a siete nucleosomas por giro. -
Se han demostrado las fibras de 25 nm en asas o zonas discre
tas, tanto en cromosomas metafdsicos y nficleos interfisicos
y en las cuales la histona Hl juega aparentemente un papel -
primordial. »

Bs posible que estas zonas discretas no solo represen_-
ten niveles estructurales, sino también fengan importancia -
funcional en transcripcidn o duplicacidn.

El anflisis comparativo de la estructura y composicién
de la eucromatina ¥ la heterocromatina permitiri en un futu-
ro obtener informacidn respeéto a la regulaciton de la expre-
sitn de.la cromatina. _

La relacién del ADN con las proteinas, se ha estableci-
do en la subparticula central del nucleosoma y en la cual de
bida a su estabilidad ha sido posible hacer estudios fisicos
¥ quimicos.

Esta subparticula estd constituida por las histonas H2A,
HZB, H3,~H4 y aproximadamente 140 pares de bases. Esta parti
cula es cilindrica con aproximadamente 10 nm de diimetro Y -
6 nm de altura. E1 ADN se encuentra enrollado alﬁededur del
agregado de las histonas dando cerca de dos giros. Se consi-
dera que debido a esta estructura ei'ADN esti formando una -

superhélice. .
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Mediante la hidrélisis con nuéleasas se ha determinado
que €1 ADN en el nucleosoma tiene determinades sitios suscep
tibles, lo cual se ha interpretado que existen aproximadamen
te 80 pares de nucledtidos por giro, suponiéndose que la de-
formacidn para formar la superhélice estaria uniformemente -
distribuida a le largo de la cadena, sin necesidad de ruptu-
ras.

Si la deformacifn estd distribuida a lo largo de la ca-
dena, se piensa que el plegamientc sobre el eje de la cadena
no fuera de muchos grados y por lo tanto, se requiriera -
(aproximadamente 0.1 kcal/mole} menos de la energia té&rmica
a temperatura ambiente, Habria que considerar ademis la ener
gia de enlace entre los grupos amino de las lisinas y los -
fosfatos del ADN, con los que el ADN se asocia a las histo_-'
nas. |

Se ha sugerido que otro corigen de la superhé&lice ademis
del producido por asociacidén ADN-proteina, es una propiedad -
intrinseca de ADN circulares o de zonas discretas del ADN ]
que tienen algln impedimento para el libre desenvolvimiento.

Se considera que hay una energia libre positiva asocia-
da con los giros de la superh&lice, la cual predispone a la
molécula al desenrrollamiento de la h&lice, por lo que esta
energia libre puede favorecer la separacidn de las cadenas -
complementarias dgl ADN.

‘_El origen de las superh&lices independientes de la aso-

ciacifn permanente del ADN con proteinas, es debido a ciclos
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de rupturas de una sola banda giro y reasociacidn de las rup
turas mediante nucleasas mis ligasas o algunas enzimas que -
‘especificamente pueden llevar a cabo esta reaccién aumentan-
do o disﬁinuyendo la superh&lice como lo son las girasas o
las swivelasas.

En relacién con el conocimiento del proceso de duplica-
cién del ADN en particular y de 1la compleja estructura antes
mencionada en general, se han obtenido también notables avan
ces (Weissbach, 1977; Cozzarelli, 1977; Sheining y Humbert,
1978; Pardee et al., 1978; Champoux, 1975; Ogawa.y Okasaki,
1980; De Pamphilis y Wassarman, 1980; Geider y Hoffman-Ber_-

. ling, 1981; Gellert, 1981; Loeb y Kunkel, 1982; Challbery y
Kelly, 1982). | '

Como es bien sabido, la duplicacidn del ADN en eucarion
tes se lleva a cabo en el nficlec de una forma controlada en
el tiempo y en el espacio.'La duplica;iﬁn del ADN que como -
se sabe es Semiconservativo, se inicia, progresa y termina -
simultineamente en diferentes unidades replicativas denomina
‘das duplicomes.

"Bstas unidades varian de tamafio y van de 4 micras (1f3
x 10" pares de bases) hasta 280 micras (9.0 x 10° pares de -
nucledtidos) habiendo uﬁa mayorfia entre 10 y 100 micras.

La velocidad de. desplazamiento del punto de crecimiento
_durante la sintesis de ADN varia de especie a especie, in_-
cluso puede haber variaciones entre diferentes tejidos. Se

ha calculado que la velocidad de desplazamiento de. la hor -
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quilla es entre 0.1 a 2.0 micras (300 a 6000 residuos) por -
minuto, No obstante que la velocidad de duplicacidn &s rela-
tivamente constante, una importante excepcidn son las c8lulas
embrionarias en las cuales procede hasta 100 veces mds rdpi-
do que en los adultos. La razbn de este fendmeno es la exis-
tencia de mma gran cantidad de pequefies duplicones que fun-
cionen simultédneamente.

Se ha obtenido evidencia en el sentido de que los duﬁli
cones pueden agruparse en "racimos" que varian de 2 a 250 du
plicones y cuya duplicacidn se regula de una manera coordina
da. Bsto parece ser el caso de las unidades repetitivas de -
los genes para histonas y para ARN ribosomal.

La duplicacidn de la doble banda se realiza bidireccio-
nalmente es decir para ambos lados del sitio de iniciaciémn.

El proceso de sintesis de ADN se puede dividir en trés

'etapas: iniciacién, alargamiento y terminacién.

La iniciacidn se lleva a cabo en lugares especificos -
del genoma, segiin evidencias obtenidas. Dichas zonas presen=
tan secuencias repetitivas muy peculiares denominadas palin-
dromes, en analcgia con los enunciados que se pueden leer en
amﬁas direcciones. Estos palindromes scn regiones de ADN de-
doble banda que en cadenas opuestas tienen la misma secuen_-

.cia de baées, pero en sentido contrario y con un eje trans_-
versal de simetria que podria permitir teSricamente la com_-
plementacidn intracadena,

Se ha propuesto que. estos palindromes podrian generaf -
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'

asas al producirse enlaces intracadena, dichas asas pudieran
por un lado constituir zoenas de reconocimiento para duplica-
cién o transcripcibn, particularmente considerando que se -
formarian zonas de una sola banda en el centro del palindro--
me que pudieran ser los precursores para el desenrollamiento
de la doble banda |

La duplicacidn del ADN se lleva a cabo de una manera se-
midiécontiﬁua, ya gue debido a que la ADN polimerasa alfa, -
que es la eﬁzimé:que encadena 1los nucleStidos en base 2 un -
patrén, sdle es capaz de unir residuos en la direccidn de 5!
a 3', una de las cadenas debe crecer en sentido opuesto al -
‘movimiento de la bifurcacifn; por lo que requiere la inicia-
cidn continua de pequefios segmentos de aproximadamente 135 -
nucledtidos. Bstos fragmentos se les denomina fragmentos de
Okasaki.

La polimerasa alfa requiere ademds de un patrdn, un ex-
:tremo 3 - OH para iniciar la sintesis, éste extremo es apor-
tado por un ARN '"primer", el cual no tiene una secuencia -
constante, pero si un tamafio regular de 10 nucleétidos. Des-
pués de que la polimerasa ha aumentado el tamaiio de 1la cade-
nz, el RNA "primer" es removido por otra actividad enzimitica.
Se.sabe poco de 1as enzimas encargadas de la sintesis del -
Yprimer" vy de su remocidn. El segmento unifilar producto de
la remocifn es llenado por la polimerasa y finalmente los -
fragmentos de Okasaki son unidos por una ligasa.

‘Se ha propuesto el conrcurso de otras proteinas que son
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capaces de aumentar la eficiencia de la ADN polimerasa y que
reciben el nombre pgenérico de proteinas "enlazables™ al ADN.
. Entre estos estariéh las proteinas “desestabilizadora de la
h&lice"™ y la enzima "desenrrolladora™ del ADN. Se piensa -
que éstas y otras proteinas son necesarias para la sintesis
del ADN.

Las ADN polimerasas son las enzimas mejor conocidas del
proceso‘&e sintesis de ADN y en el caso de mamiferos se han
aislado tres tipos denominados alfa, beta y gamma. Estas ei
zimas se distinguen en su localizacidn dentro de la c&lula,
la correlacidn entre su mayor actividad con la etapa 5 y por
$u sensibilidad a diferentes inhibidores que por lo tanto in

"hiben la sintesis de ADN.

- Mediante estos pardmetros.se ha establecido que la ADN

polimerasa alfa es la que estd involucrada en la sintesis -

del ADN celular, ya que ademis de estar localizada en el nfi
cleo, su actividad aumenta en la etapa "S" y a que inhibido-
res especificos de su actividad inhiben 1a duplicacidn del -
ADN celular.

Respecto a la ADN ﬁolimerasa beta, no ha sido estableci
do claramente su funciﬁn, aumque pudiera estar relacionada -
con'reparaciﬁn, ya que aunque es una enzima nuclear no aumen
ta en la etapa "S".

La ADN polimeraéa gamma e¢5 una enzima citoplésmica y su
actividad se ha relacionade con la sintesis de ADN mitocon_-

drial.
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Se ha propuesto que la iniciacidn de la sintesis en los
fragmentos de Okasaki se realiza en sitios especificeos, sin
" embargo considerando que estos fragmentos tienen tamafio simi-
lar al contenido de.ADN por nucleosoma, se ha postulado que
"el nucleosoma pudiera actuar como espaciador de las zonas de
iniciacidn de la sintesis de los fragmentos de Okasaki, lo -
cual estaria de acuerdo con el hecho de que los ARN "primer"
no.tengan secuénéias especificas.
~Es bien Sabido que la sintesis de histonas se lleva a -
cabo en la etapa de "S8", de ahi que se haya sugerido que la
cromatina y'en particular los nucleosomas se van‘formando a
medida que el ADN se va duplicando.‘Otra gvidencia en el_miﬁ
mo sentide es el hecho de que el ADN se encuentra ascciade -
a los nucleosomas en cualquier.etapa del ciclo celular, in-
cluyendo 1a etapa de sintesis. |

Existe evidencia de que las histonas se van ensamblando
para. formay los nucleocsomas de una manera conservativa, es -
decir que los segmentos de las cadenas que se duplican conti
nuamente mantienen las histonas "viejas" y que las histonas
"nuevas" se ensamblan en los segmentos de la cadena sinteti-
zada discontinuamente, es decir mediante los fragmentos de -
Okasaki.

' Se puede considerar que la teminacidn de la sintesis -
consistiria en la reuni6n de los extremos de replicones sub-
secuentes y la reparacidn de las dobles cadenas mediante el

concurso de alguna de las topoisomerasas conocidas en célu-



32

las de mamifero, la topoisomerasa I que produce rupturas sim
ples y la Topoisomerasa II que induce.rupturas ¥y reasociacidn
de cadena doble.

Considerande la complejidad de la estructura de la cro-
'matina.y del proceso de la sintesis del ADN, asi como el des
conocimiento de muchos aspectos de la estructura y la duplica
¢idn del ADN en eucariontes, resulta aventurado proponer un
modelo formal del mecanismo mediante el cual se llieva a ca- -
bo el ICH; sin embargo resulta conveniente proponer modelos
operacionales, los cuales puedan ser descartados o modifica-
dos én base a las evidencias que al respecto se vayan obte_-
niendo.

Con respecto-al mecanismo involucrado en la formacidn -
-de ICH hay varios modelos, en los que se realciona el tipo -
de evento generédor principalmente a dafio, retraso en el ci-
clo, eventos espontineos o al mecanismo propiamente dicho,.

Uno de los mecanismos ceonsiderat: a) presencia de las -
rupturas al mismo nivel generadas por reparacién o duplica_-
¢idn, b) formacidtn de la estructura de Holliday, la cual ha
sido propuééta para recombinacidn bacteriana (Holliday, 1964),
en la cual se contempla la posibilidad de intercambio dé do-
ble banda (Fig. 1), ¥y c) ruptura de las bandas no invelucra-
das con el dafio. De hecho este modelo‘se basa en el mecanis-
mo de recombinacidén bacteriana de Holliday, ampliado com la
explicacién del posible origen de las rupturas necesarias pa

ra generar la estructura de Holliday (Katoc, 1977).
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Otro modelo prdpuesto (Painter, 1980) implica: a) 1la -
produccidn de dafio que retarda la duplicaciém, équi se podria
agregar con base en los da;os recientes los éventos que se -
ha visto que tambi®&n inhiben la sintesis de ADN, b) lo ante-
rior trae como’ consecuencia que los duplicones'terminen la -
sintesis a muy ﬁiferente tiempo 2 nivel de los agrupamientos
de duplicones que separan a duplicones subsecuentes y permite
c) la'fuptura en la continuidad de 1la banda parental a nivel
del "cluster" y d). que cuando el duplidédn retrasado termine
-de duplicarse, la asociacién sea aleatoria entre bandas pa_-
ren}ales e hijas, es décir que puede haber reasociaciones en
tre las bandas parentales e hijas, produciénﬂoge:con esto el
intercambio de doble banda (fig. 2).

| Este modelo;se basa en: a) que los agentes cﬁyo daiic re
tarda 1a progresidén de la sintesis de ADN inducen un mayor -
nfmero de ICH como lo hace la Mitomicina C, b) en el hecho -

de que el niimerc de lesiones sobre el ADN es mucho mayor que

. el nfmero de ICH (Sahar gt al., 1981; Reynolds et al., 1979}

. pero que pudiera corresponder con el niimero de replicones, -
c) en el hecho de que en el sindrome de Bloom la sintesis --
de ADN procede mds lentamente y hay un némero basal muy alto
de ICH (Chaganti et al., 1974; Hand y German, 1975), y final
mente, d) en la existencia de una topoisomerasa en Dao&abh£~
La que es capaz de producir y reunir rupturas dobles (Liu et
al., 1980). | |

Se puede considerar que hay dos diferencias fundamenta_
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les entre estos modelos:

a) El lugar en el ADN donde se lleva a cabo la recombi-
nacifn de doble banda. Asi uno propone que es cerca
6 donde se producen las lesiones y el otro propone -
qué €5 en los agrupamientos que separan replicones -
subsecuentes.

b) EI mecanismo intrinseco. Uno sugiere un proceso de -
recombinacién mediante una estructura tipo Holliday,
producida por rupturas generadas por dafio y/o dupli-
cacidn y el otro propone un procesc de ruptura y rea
sociacidn aleatoria de la doble banda .a nivel de loé
.agrupamientos dé duplicones, condicionado por el re-
traso relativo de la progresion de la sintesis de -
ADN entre replicones contiguos.

Con base en los hallazgos recientes se puede decir que
los dos modelos no son excluyentes, yé que como se menciond
anteriormente no parece haber un mecanismo {inico de produc_-
cidén de ICH e incluso se pueden distinguir cuando menos dos
vias basindose en las curvas de distribucidn de frecuencias de
ICH/célula (Rainaldi y Mariani, 1982).

| Hay otros modelos (Bender, et al, 1974; Comings, 1975)
que difieren s6lo en matices del modelo por recombinacibn.

Un modelo denominado de la “desviacidn duplicativa“ -
(Ishii y-Bender, 1980) propone que los ICH espontdneos son -
el resultado de una ruptura ocasional de las bandas parenta-

les a nivel de la bifurcacibn del ADN durante la sintesis y
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su reasociacidn con las bandas hijas de igual polaridad; por

otro lado sugieren que los ICH causados por dafic son debidos

a que el dafio sobre una de las bandas parentales hace que ég

ta sea rota a nivel del dafio en la bifurcacifn dél ADN duran

te su sintesis y que pudierz reasociarse con la banda hija -

recién sintetizada y de la misma polaridad. Despufs la banda
parental no dafiada podria romperse cerca del extremo terﬁinal
de la banda hija que es cﬁmplementaria & la banda parental -

que tenia el dafic y continuarse con ella,.complementﬁndbse -

con la banda que tenia el dafio (fig. 3), es decir, que seria

como un cambio de via durante la duplicacifn que permite lle
" nar el espacio opuesto al dafio.

El modelo se basa en los datos obtenidos por Ishil y -
Bender {(1980), con inhibidores de la sintesis de ADN, los =
cuales: incremetan de una manera proporcional los ICH basales
é inducidos con luz U.V. 2 una misma concentracién. Pfoponen
‘ademds que el fenfmeno espontdnec se incrementa en el sindro
me de Bloom, porque en estas células la sintesis del ADN cur
. sé>ﬁis.1entamente (Hand y German, 1973).

J Lo‘interesante de este modelo es que ademds de proponer
uﬁa_expli;aci&n al mecanismo, le da un significado bioldgico
imporfante, el cuﬁl es el de permitir el progfeso de la sin-

tesis de ADN a pesar de la presencia de lesiones.

ICH y Radiacifn lonizante

Ha quedade bien establecida la induccidn de ICH Per mu-
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tdgenos - carcindgenos quimicos (Schreck et al., 1979; Stet-
ka y Wolff, 1976 a y b) y luz U.V. (White y Hesketh, 1980; -
Mac Rae et al., 1978), sin embargo se han reportado datos -
contradictorios con respecto a las radiaciones ionizantes. -
Desde la publicacitn del trabajo realizado por Perry y Evans
en 1975, en el cual probaron ademis del efecto de varios mu-
tégenos quimicos el efecto de los rayos X, han aparecido una
serie de publicaciones relécionadas con el efecfo de la ra_-
diacibn ionizante sobre la induccién de ICH (Abramovsky et -
al., 1978; Littlefield et al., 1979; Nakanishi y Schiieider,-
1979; Renault et al., 1982; Solomon y Bobrow, 1975) en cuyos
resultados se observa desde una induccidn considerable a déf
' sis tan bajas como 0.15 o 0.25 Gray (Gy) {Abramovsky et zal.,
1978; Morales gg'g;., 1983), hasta ausencia total de induc_-
cidn [Litflefield et al., 1979; Nakanishi y Schneider, 1979).
Basindose en experimentos con linfocitos humanos irradig
dos antes de la estimulacidn con fitohemaglutinina y por lo
tanto, sin haber incorporado BrdUrd en ningiin cicle, se con-
¢luyb gque la induccidn de ICH por radiaciones observada por
algunos autores, se debe a la sensibilizacién producida por
la incorperacién de BrdUrd al ADN (Littlefileld et al., 1979).
En el trabajo de Perry y Evans (1975) usando rayos X en
cultivo de c2lulas CHO con su ADN unifilarmente sustituide -
con BrdUrd, concluye que la induccidn de la‘clase de lesifn
que produce ICH por rayos X, es relativamente ineficiente -
con respecto a los eventos. que resultan en aberraciones cro-

mosdmicas, o bien que las lesiones que producen ICH son repa
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radas en su mayoria; a esta conclusién llegan después de la
comparacidén de la dosis de doblaje para ambos eventos, es de
cir, a las dosis en que se duplica la frecuencia basal (Perry
y. Evans, 1975).

Por otro lado, se ha obtenido cierta evidencia acerca -
del tipo ﬂe dafio producido por algunos agentes quimicos que
pudiera: estar relacionada con la induccién de ICH, como el
B éﬁso de Mitomicina C (Ishii, 1981) u 8 methoxy psoralen mas
U.V. (Sahar et al., 1981), pero no para radiacidn ionizante,
ademds se ha propuesto que los ICH observados después de irra
‘diacién ionizante, en realidad representan translocaciones e
inversiones, aparentando ICH seancillos y dobles, respectiva-
mente, basdndose en la bhaja frecuencia radioinducida de ICH
y eﬁ una'posible felacidn'cuantitativa entre translocaciones
e inversione5 con la frecuencia observada de ICH (Wolff et al.,
1974} .

Hay une serie de evidencias que sugieren que el dafio in
ducido por diversos agentes sobre el ADN es persistente no
. s6lo a lo largo de un ciclo celular, sino incluso después de
la divisidn celular. Un tipo de evidencia se deriva de la -
persistencia de frecuencias altas de ICH en las células mucho
tieﬁpo después de haber sido tratadas {in vive, tanto experi-
mentalmente con agenfes mutigenos como Mitomicina C (Stetka
et al., 1978) y Ciclofosfamida .(Huff et al., 1982}, como por
tratamiento contra el céncer con ciclofnsfahida (Raposa, -

1978). No obstante que la persistencia pudiera estar relacig
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nada con la velocidad de recambio de los linfocitos, implica
también que el dafio no es reparade y permanece hasta que ias.
c8lulas entran en etapa de.sintesis y se forman les ICH (Sch
vartzman y Gutiérrez, 1980). Otro tipo de evidencia de la
persistencia se pueﬁe obtener mediante el anfdlisis de los -
ICH que ocurren en la 1a.; 2a, y 3a. difisiones desﬁués de

la induccibn del dafic mediante el andlisis de células endadu
plicadas, por la comparacion de la frecuencia de ICH en 3a.
divisidén y por el protocolo-de las "3 vias de diferenciacién"
recientemente desarrollado’ {Schvartzman y Goyanes, 1980).

Con el método de las células endurreduplicadas se ha de
mostrado persistencia del daiic generador de ICH por Acetoxy-

-acetil amino fluoreno, Etilmetano sulfonato ([EMS), metilmeta
no sulfonato (MMS) y 4-Nitroquinolin T £ Oxido (Weolff, 1973).

Con el método de células de 3 divisiones se observa per
sistencia del daﬁo inducido por 8-Methoxypsoralen mas U.V.
cercano (Latt y Loveda&, 1978) y Mitomicina € (Ishiil y Bem_- -
der, 1978). ;

Con el método de "3 formas de tincidn" se ha demostrade
la persistencia del dafio inductor de ICH por luz Ultraviole-
ta [Schfartzman._gg al., en prensa).

sin embargo, no hay evidencia disponible en relacidn .
con la persistencia de la lesidén generada en el ADN por ra_-

diacién ionizante, que es capaz de producir ICH.
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OBJETIVOS

Con este trabajo en células de la méﬁula.ﬁsea de ratdn
in vive, se pretende obtener informacifn en relacifn con los
.siguientes aspectos del fenfmeno de ICH:

a) Probar si la radiacidn gamma induce ICH y si la in_-

corporacidn de Brdurd al ADN tiene algim efecto.

'b)HCompararlla respuésta a la radioinduccitn de ICH y
aberraciones en las mismas células in vivo ¥ su co_-
rreléciﬁn entre si, y con la duracién del ciclo celu
lar ¥y el indice mit6tico.

c) Analizar la ‘estabilidad de 1a lesién rad101nduc1da
que genera ICH, como ev1denc1a indirecta de la posi-
bilidad de‘que ésta sea Teparada.

El.iﬁterés por realizar los experimentos £Lm vive radica

.por un lado, en comparar los resultados con modelos experimen
tales £{n vifro y por otro lado, en poner las bases para el -
desarroilo de modelos 4in vive, en los que se pueda estudiar

. las ;onsecuencias que tiene el dafio inducido por radiaciones
.y otros agentes mutagénicos sobre las células o poblaciones

 celulares dentro de un'organismo.
MATERIALES Y METODOS

El desarrclle de técnicas de tincifn diferencial de cro

mitidas hermanas utilizando la incorporacifn. de Brdird (Ko_-



39

OBJETIVOS

Con este trabajo en células de la méﬁula.ﬁsea de ratdn
in vive, se pretende obtener informacifn en relacifn con los
.siguientes aspectos del fenfmeno de ICH:

a) Probar si la radiacidn gamma induce ICH y si la in_-

corporacidn de Brdurd al ADN tiene algim efecto.

'b)HCompararlla respuésta a la radioinduccitn de ICH y
aberraciones en las mismas células in vivo ¥ su co_-
rreléciﬁn entre si, y con la duracién del ciclo celu
lar ¥y el indice mit6tico.

c) Analizar la ‘estabilidad de 1a lesién rad101nduc1da
que genera ICH, como ev1denc1a indirecta de la posi-
bilidad de‘que ésta sea Teparada.

El.iﬁterés por realizar los experimentos £Lm vive radica

.por un lado, en comparar los resultados con modelos experimen
tales £{n vifro y por otro lado, en poner las bases para el -
desarroilo de modelos 4in vive, en los que se pueda estudiar

. las ;onsecuencias que tiene el dafio inducido por radiaciones
.y otros agentes mutagénicos sobre las células o poblaciones

 celulares dentro de un'organismo.
MATERIALES Y METODOS

El desarrclle de técnicas de tincifn diferencial de cro

mitidas hermanas utilizando la incorporacifn. de Brdird (Ko_-



40

renberg y Freedlender, 1974; Latt, 1973j descrita inicialmen
te por Zakharov y Egolina, 1972, y 1a posibilidad de anali_ -
zar de esta manera la existencia de ICH, ha permitido el dg

sérrollo de miiltiples sistemas de deteccidn de ICH, tanto £k
vivo (Bloom y Hsu, 1875; Kligerman y Bloom, 1976; Schreck et
al., 1979), como 4n viiro (Abey Sasaki, 1982); Guerrero et -

—

al., 1979; Ikeuchi y Sasaki, 1981; Latt, 1974; Raffetto et
al., 1979; Vogel y Bauknecht, 1976). |

Bstas t&cnicas al igual que el método.autorradiogrifico.
se basan en la duplicacidn semiconservadora y la segregacién
diferencial de la BrdUrd incorporada al ADN, for lo que se -
requiere que dicha incorporaciﬁn sea por cuand6 menos duran-
te ia primera de dos divisiones subsecuentes.

Debido a que cada una de las cromAtidas del cromosoma -
tiene una cadena de ADN de doble bdnda, después de la prime-
Ta dzvisiﬁn celular en. presencia de BrdUrd, cada cromitida -
contiene su cadena unifilarmente sustituida con BrdUrd, des-
puds de la segunda divisidén en presencia de BrdUrd, el crdmg
soma tiene una cromitida unifilarmente sustituida y otra bi-
filarmente sustituidd; en divisiones subsecuentes en presen-
cia dg Brdlrd, la freduencia de cromdtidas unifilarmente sus
tituidas, es decir, las que contienen la cadena con timidina,
se van diluyendo, de tal manera que en laé células la propor-
cién de cromosomas con una cromftida wnifilarmente sustitui-
da, va disminuyendo geométricamente, asi es de 1/2 en la ter

cera divisién, 1/4 para la cwarta, 1/8 en la quinta, etc. -
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(fig. 4).

Estas diferencias en incorporacién pueden ser apaliza_-
das por tinciones especificas que discriminan entre cromiti-
das umifilar y bifilarmente sustituidas con BrdUrd. Hay va_-
rias técnicas, algunas de las cuales usan tinciones para el
microscopio de fluorescencia, siendo la mas usual la que uti
liza bibenzimida H 33258 mejor conocida como ﬁoechst 33258,
.con esta tincifn las cromdtidas unifilarmente sustituldas bri
llan intensamente al igual que las que no- han incorporadec -
BrdUrd, sin émbargo las cromdtidas bifilarmente sustituidas
. se observan muy opacas (Latt, 1973). Otra té&cnica que es una
variante de &sta, mediante la cual después de ser tefiidos
los cromosomas con Hoechst 33258, se tratan las preparaciones
con luz negra fluorescente o solar (Goto et al., 1975; Perry
¥ Wolf, 1574; Wolff y Perry, 1974) por diferentes periodos -
- dependiendo de la incorporacidén de BrdUrd y finalmente son -
teftidos con Giemsa; con esta técnica la crométida'bifilarméﬂ
te sustitulda con BrdUrd se tifie muy levemente con Giemsa, -
en cambio la cromitida unifilarmente sustituida se tifie nor-
malmente, esta iltima técnica permite tener laminillas perma
nentes (Fig. 5).

Hay otra técnica sencilla que en vez de tratamiento con
luz, usa amortiguador de fosfatos 1.0 pH B.1 a 89°C por 15 -
min. y después tincidn con Giemsa (Korenberg y Freedlender,
1974},

El principal problema para el desarrollo de sistemas £n

vivo para el andlisis de ICH, consistid en el suministro de
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BrdUrd, ya que la duraciftn de los ciclos celulares es de va-
rias horas y se requiere de esta substancia cuando menos du-
rante el primero de los ciclos subsecuentes, lo cual implica
un suministro de alrededor de 7 horas. Este problema fue re-
suelto de wvarias formas como: la aplicacitn de inyecciones -
intraperitoneales miiltiples de solucitn de BrdUrd (Allen y -
Latt, 1976) vy por infusiones subcutineas (Pera y Mattias, -
1976), o intravenosas (Schneider et al., 1976) o por la im-
plantacién de una tableta con BrdUrd pura (Allen. et al., -
1877}, cubierta con parafina {McFee gt gl., 1983) o con agar
{King et al., 1982).

" En esta tesis se us6 un método desarrcllado por Morales
. -Ramirez (1980), el cual estd basado en la inyeccidn intrape
ritoneal de BrdUrd adsorbida a carbfn activado de acuerdo -
con un método desarrollado por Russev y Tsanev, (1873).

El sistema de suministro de BrdUrd adsorbida a carbdn -
activado ademids de ser sencillo, permite una clara diferen -
ciacibn entre las cromdtidas hermanas, habi&ndose obtenido -
evidencia de que permite el aporte de BrdUrd por cuando me_-
nos 24 horas, ‘1o cual fue sugerido por haberse observado c#&-
lulas de 3a. divisién para peri&dds de 24 horas despﬁés de la
inyeccién con BrdUrd-carbdn activado (Meorales gt al., 1983),

Un método similar fue desarrollade simultaneamente por
FKanda y Kato (1979), en cuyo reporte indican que no fue fac-
tible bajo sus condiciones, diferenciar c&lulas de 1la médula

dsea, observando diferenciacidn sdlo en espermatogonias y en
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células inyectadas-en ia cavidad peritoneal de ratones. Con-
cluyen que la incorporacidn de BrdUrd en las células se rea-
lizaba por difusidén directa del carbén a las células. No obs
_tante como fue.demostrado por Morales-Ramirez {1980} es posi
bie,mediante aste prbceso no sflo marcar c&lulas de la médu--
-1a Gsea, sino otras tan alejadas de la cavidad peritoneal co
mo lo son ;as células de la glindula salival de ratones, por
1o que es factibie que pueda usarse para cualquier tejido en
_.proliferacidén. Ademis en el mismo trabajo se demostrd que se
puede observar €l efecto de'la.Ciclofosfamida, conocido agen
te mutéggnb indirecto, es decir que requiereﬁactivaciﬁn meta
~ bdlica, tiene en la inducci®n de ICH tanto en células de la
.‘médula Osea como de la gléndula salival de ratdn y de igual
manera se ha observado produccidn de ICH por otros mutdgenos
quimlcos (Morales Ramirez et al., 1980; Morales-Ramirez et -
al., en prensa), asi . como por rayos gamma en células de la -
médula Gsea de ratén (Morales et al., 1980; Morales-Ramirez
et gl., 1983). Con este método se obtienen cun51stentemente
* valores basales de ICH relativamente'bajos de alrededor de -

3.5 (Rig. 6).
Animales

~ Se usaron ratonés machos de la cepa Balb C reproducidos
en el bioterio del laboratorio de Radiobiologia Humana y de
Mamiferos dél Instituto Nacional de Investigaciones Nuclea_-
TES (ININ), alimentados con comprimidos Purina ad £ibLfum 'y

bajo condiciones controladas de temperatura y de circulacifn



a4

de aire.

Incorporacidon de BrdUrd

A‘ratones machos de entre 30 y 40 g de peéo y de entre
3 y 4 meses de edad, se les suministrd intraperitonealmente
una suspensidn acuosa de BrdUrd {Sigma Chemical) adsorbida a
Carbdn activade (Merck) en una dosis de 1.0 mg/g de peso.

La adsorcidn de BrdUrd al carbdn activado se 1lleva a cg
bo mediante la agitacidn de una solucidn acuosz de BrdUrd -
{20 mg/ml) con 100 mg de carbdn activado por ml de solucién
de BrdUrd, durante 2 horas. ‘

Mediante este procedimiento se observa que hay una ad_-
"sorcifn de mis del 95% de la BrdUrd de las marcas utilizadas
(tabla I), lo cual se demostrd midiendo la adsorcidn a 280 -
‘nm que corresponde a la longitud de onda de mﬁxima adsorcidn
de la BrdUrd (fig. 7), en el sobrenadante de la_suspensidn,-
La adsorcién se realiza bajo condiciones estériles; el car_-
bén es esterilizadé por calor a 150 °C por 2 horas y vuelto
a esterilizar y desecar al mechero antes de preparar la sus-
pensidn. La solucifn acuosa de BrdUrd se esteriliza por fil-

tracifn en filtro Millipore de 0.2 micrometros.

Cosecha y obtencidn de preparaciones de cromosomas

Después de 19 a 24 horas de la inyeccidn intraﬁerito;f-‘

neal de la suspensién de BrdUrd-carbén activado a los rato-
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nes, los animales fﬁeron inyectados con una solucidn acuosa
de colchicina (sigma) a una dosis de 15 ug/g de peso ¥ 2 ho-
ras mids tarde sacrificados por narcosis con &ter o por dislg
cacién cervical. Se extrajeron ambos fémufes en cada ratdnm,
los que fue;on cortados por ambos extremes y se les inyectd
medio Basal Eagle por un extremo, el contenido se recuperd
en un tubo de centrifuga. La suspensidn celular se éentrifu-
g6 alaproximadamente 1000 G en una centrifuga clinica poTr 3
min, el precipitado se resuspendid en 0.5 ml de medio basal
"de Eagle, se le agregé 7.0 ml1 de solucidn hipotfnica de clg
rurb de potasio (KCI 0;075 M) y se incubd a 37 °C por 15 mi-
-nutos. Después de la incubacién se centrifugd la suspEnsién
celular a * 1000'G por 5 minutos, se quité la solucidn hipo-
ténica, las c&lulas se resuspendieron enlS ml de fijador Car
noy (écido‘acéticonmmmml, 1:3) ¥ se les incubd por 16 min.
El‘fijador se cambid 3 veces por centrifugacién, después del
iltimo cambic las c&lulas fueron resuspéndidas en‘aproximadg
mente 0.5 ml de fijador. ‘

La suspensién celular en fijador, es goteada sobre por-
taobjetos muy limpios y frios. Finalmente estas preparacio_-

nes.se dejan secar al aire en la oscuridad.

Tincifn Diferencial de las cromitidas hermanas

Se usaron dos técnicas de tincién diferencial, una basa
dz en el método reportado por Gote et al (1973) usando Tioni

na y el otro basado en el método de Wolff y Perry (1974) -



46

usapdo bibencimida 33258 de Heechst.

Para diferenciar las cromitidas por el método de Tioni-
na, se tratd a las laminilias con una soclucidn acuosa 107 M
de este colorante durante 16 minutos, se lavaronfﬁon agua, -
se montaron con amortiguador de Fosfato monobisico 0.{6 M ¥y
Citrato tribésico 0.04 M pH 7.0. Se'expugieidﬂ a la luz de -
una lampara Fluoromeric de 750 watts duranfe 46‘mihu;o§ia 6
cm de distancia y finalmente se tifieron con coloranferGiéﬁsa
al 3% en amortiguador de fosfatos 0.01 M pH 6.8.

‘Para la diferenciacidn con Bibenzamida 33258 de Hoechét,
se montaron las laminillas con el colorante a uma concentra-
cidn de 5 microgramos/ml en el mismo amortiguador fosfato-ci
trato antes mencionado y se expusieron a una lampara de luz
negra General Electric de 25 watts a un centimetro de distap
cia durante 60 a 90 minutos.

Después de la exposicidn.a 1a luz, Ias laminillas se in
cubaron a 60 °C en 0.3 M NaCl-0.03M citrato trisfdice (8SC
2X) en bafio marfia duante 20 minutos. Finalmente se lavaron
con agua y se tifieron con Giemsa como se menciond para el mé

todo anterior.

Anjlisis

ICH. Los intercambios entre crométidas hermanas se ana-
lizaron en al menos 30 c#lulas en metafase, que tuvieran sus

cromitidas hermanas claramente diferenciadas y con su niimero



cromosdmico dompleto {40 cromosomas). Eﬁ ocasiones se reali-
zaron conteos por mis de un observador, o se les tomd una fo
tomicrografia a cada c&lula para andlisis posterior y corro-
borac16n. A menos que se mencione en las tablas o figuras, -
se anallzaron cinco animales por grupo.

Los ICH dudosos no fueron tomados en cuenta. Las fotomi
crografias se tomaron en fotomicroscopios Zeiss usando peli-
cula "High Contrast" o "Technical Pan" de Kodak.

Rupturas cromosdmicas. Las rupturas cromosémicas fueron
analizadas en las mismas c&lulas en que se hizo el conteo de
ICH. En caso de duda éé s50licitd la opinién de otro observa-
dor y al igual que para el andlisis de ICH se tomaron fotos
para andlisis posteriores. En caso de no haber concenso se
descartaba la célula. Se considerd que la presencia de un di
céntrico y/o dos fragmentos cromosdmicos representan 2 ruptu
ras y el caso.de un fragmento cromosﬁmico-représenta una -

Tuptura,

~Indice Mitdtico (IM)

Se hicieron dos conteos independientes de cuando menos
1,000 c8lulas en cada uno de cinco animales y se considerd

en divisitn mit6tica {inicamente a las células en metafase.

Tiempo de géneratiﬁn promedio (TGP)

Como.se menciond anteriormente es posible distinguir me
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diante la tincidn diferencial de las cromitidas hermanas, -
las células que han pasado por uno, dos o tres ciclos de di-
visibn; Ivett vy Tice {1982) desarrollaron una ecuacidn que
permite establecer la duracifn promedio del ciclo celular en
la forma siguiente: |

T

(37a. Div. X 1) + (3Za. Div. X 2) + (%3a. Div. X3) ~ '¢F

Donde:

T Tiempo de administracién de la Brdurd

TGP

Tiempo de generacifn promedio
Por lo que para calcular el TGP se contaron los porcen-
tajes de células en ia., 2a. o 3a. divisién, en cuando MENOS
;- 500 células, Los datos obtenidos se sustituyeron em la f6rmu

la anterior.

Estadistica

Los datos se expresan como el promedio mis o menos la -
desviacifn estindar o el error estindar, 'segin el caso, y en
las tablas o graficas se hace mencidén de esto.

Para el anflisis de significacidn se usé la prueba de t
"Student™ o la prueba de Chi cuwadrada (x®) con la correccién
de Yates en el caso de comparar proporcibnes. En ambos casos
se usé un programa incorporado en una calculadora Texas Ins-

truments 59.
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Irradiacidn

'La irradiacifnm de los animales a los tiempos descritos
en los protocolos se efectud en ﬁna fuente Vick Rad de °Co
de exposicidn geométrica. Esta fuente presenta una razén de
dosis de aproximadamente 6.9 Gy/min. Las dosis de exposicién
fueron corroboradas por termoluminiscencia, en el laborato_-
rio de actinometria del Instituto Nacional de Investigaciones
Nucleares (ININ}. La irradiacifn fue individual y los dosime
tros dentro de cdpsulas de gelatina fueron colocados con te-
la adhesiva, uno ¢n cada pata del ratém. No se hicieron cd_;
ffeééiones para atenuacidn, ya que era de esperarse que &sta

fuera minima.

Protocolos

Protocolo I

Para determinar el efecto de las radiaciones sobre la -
-inducciﬁn de ICH se irradiaron cuando menos 5 animales antes
. del suministro de BrdUrd (Fig. B8A) y para establecer el efec
‘to de la BrdUrd incorporada al ADN sobre la produccifn de
ICH por radiacidn, nGmero similar de animales se irradiarton
después de 9 horas de haber sido suministrada la BrdUrd (Fig.
8B). En ambos casos se inyectd colchicina a los animales, 19
horas después del suministro de BrdUrd y se les sacrificd 2
horas mids tarde. Se hicieron testiges paralelos. Este proto-

colo se basd en estudios previes (Morales et al., 1980}.
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Protocolo II

Para comparar la frecqencia de ICH y de aberraciones ra
dioinducidas en c&lulas con su ADN unifilarmente sustituido
con BrdUrd, se irradif a dos grupos de cinco animales 9 ho-
ras después de haberse suministrado la BrdUrd y se sacrifica
ron 12 (Fig. Y9A) y 18 (Fig. 9B) horas después de irradiar. -
La colchicina se les inyectd Z horas antes del sacrificio.
Los testigos no irradiados fueron sacrificados a los mismos
tiempos (fig. 9). Considerando que el tiempo de generacidén -
promedio en las células de la médula 6sea es de alrededor de
13 hs, se supuso que en el grupo sacrificado a las 12 hs -
postirradiacidn, la mayorialde las cé&lulas serian irradiadas
en la etapa G;; respecto al grupo sacrificado a las 18 hs .-
postirradiacifn se intentd compensar el retarde mitdtico de-
bido a la irradiacién, el cual afectaria principalmente a la

segunda divisién.

Protocolo III

Para determinar la estabilidad del dafio radicinducide -
generador de ICH, se irradiaron varios grupos de animales an
tes del suministro de BrdUrd, sacrificéindose un grupo cada -
24 horas hasta las 168 horas después de irradiaciém.

En todos los casos se suministrd BrdUrd 24 horas antes
y 1a colchicina 2 horas antes del sacrificio. Los grupos teg

tigo se corrieron en paralelo con los Iotes irradiados.
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RESULTA DOS

1.- Induceién de ICH por radiacidn gamma y efecto de la

“incorporacion de BrdUrd al ADN

Como se observa en la figura 11 y tabla 11, la radiacidn
gamma es capaz de inducir ICH antes o después de 1a incorpo-
) :acién de BrdUrd al ADN (Protocole I, Ay B), no obstante se
nota claramente que la BrdUrd aumenta de manera notable la -
frecuencia de ICH; radioinducidos. E1 comportamiento de las
curvas de induccifn de ICH por radiacidn antes o despuds de
la incorporaciﬁn-de BrdUrd es completamente diferenfe, en el
caso de indﬁcciﬁn de ICH por radiacidn gamma deépués de 1la -
incorporacitén de BrdUrd la respuesta es lineal cuando menos
en el intervalo_prébado. Cor:.una relacidén dosis-efecto de -
8.4 ICHs/Gy. En cambio la induccibn de ICH por radiacibén gam
ﬁa_antes de la inéorporacién de BrdUrd, ademis de ser bastan
te ménbr;aparentemente tiene dos pendientes, una entre 0 -
0.6 Gy‘con una relacidn de 2.5 ICH/Gy y otra entre 0.6y 1.9
Gy con una relacidn de 0.62 ICH/Gy.

La distribucién de frecuencias de ICH/c&lula (Fgis. 12)
ée comporta como tipo Poisson tanto para las células irradia
das antes de la incorporacidn de BrdUrd como para las irra_-
diadas después de esta, no obstante debido al nfimero de célu
las analizadas esto se ve mis claramente en las células irra

diadas después de la incorporacidn. Aparentemente se requie_
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ren alrededor de 200 células para un buen ajuste entre la -
distribucidn tedrica y la observada, para un incremento de -
hasta 6 ICH/c&lula respecto al control.

Por otro lado, parece sef comiin la presencia de c&lulas
" con una frecuencia alta de ICH, que se éalen completamente -
de la distribucifn tedrica y las cuales representan menos -
del 1%. Es posible que el origen de los ICH; en dichas célu-
las no sea dafio radioinducido, simo por ejempio‘inhibicién -

de las sintesis de ADN por la BrdUrd.
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II. Comparacidn de las frecuencias de indeccidp por radiacidn

de ICH y rupturas cromosdmicas y su correlacidm entre -

si v con el IM y el TGP

Como se describit en los protocolos el efecto de las ta
diaciones sobre ICH y las rupturas cromosdmicas fue analiza-
do a las 12 ¥ 18 hs y después de la irradiacién en células -
de Za. divisi6n, es decir qué fueron irradiadas-después de -
haber‘incorﬁorado BrdUrd por un ciclo.

En_lé tabla III se ﬁuede observar que la induccidn de -
ICH, para las cé&lulas cosechadas a las 12 o 18 hs después de
Ia irrgdiaciﬁn-es priacticamente igual y en amﬁos casos fue
altamente significativa (p. < 0.001 t de student) respecto a
sus testigos. Con relaciéﬁ a las aberraciones se notg una -
clara induc&iﬁn para ambos periodos postirradiacidem, Siendo
'_mayof'a las 18 horas, no obstante la diferencia entre ambos
periodos no fue significativa debido a 1z variacidmn, 1a cual
se‘expli;a por el tamafio de la muestra por animal. Comn res_-
. pecto a los indices mitdticos, &stos fueron significativamen
te diferentes en ambos periodos postirradiacitn en relacidn
a sus controles (t; p <0.02, t2 p <0.05 t de student) aum-
que la diferencai neta es de sblo 7 ¥ 1.5 metafases por 1000
células, respectivamente. ‘

De lo anterior se desp:ende que los ICHs y las rupturas

cromosdmicas constituyen una respuesta clara a la exposicidn

- a las radiaciomnes.
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Al comparar la induccifn de ICH con la de rupturas cro-
mnsﬁmicaé, se puede observar que la frecuencia de ICH/c&lula
ésrhasta 2 Ordenes de magnitud mayor qué las rupturas cromo-
s6micas/célula comparadas bajo las mismas condiciones y en -
las mismas células siendo similar dicha respuesta para los
dos periodos postirradiacidn.

Es importante tomar en cuenta que si bien el nimero de
células analizado no es el mﬁs apropiado para establecer de
una manera precisa el niimero de aberraciones radioinducidas
si es suficiente para establecer el orden de magnitud de la
respuesta.

Dado que la frecuencia de ICH es igual en ambos perio;—
- dos postirradiacidn, a d?ferencia.del TGP que es mayor en el
segundo periodo, se puede proponer que no hay una correlacidn
entre la variacidn del TGP y la frecuencia de ICH.

Para establecer la existencia de alguna correlaci@m en
tre la induccidn de ICH y de aberraciones, se compardé la fre
cuencia dé ICH en células con o sin rupturas (Tabla IV). De
dicha_comparaciﬁn se desprende que las c&lulas con o sin rup
turas presentan pricticamente la misma frecuencia de ICH, lo
que sugiere que los fendmenos operan de una manera indepen_-
diente.

Del andlisis de las frecuencias acumulativas de ICH en
los dos perio&os postirradiacifn (fig. 13) se desprende que
la respuesta a nivel de poblaciones celulares es priacticamen

te la misma.



Con fespecto a las rupturas cromosbmicas se observé un
dato interesante, dado que se obtuve unaz frecuencia més alta
de rupturas dobles en el segundo periodo postirradiacidn que
en el primerc (Tabla V), Sin embargo, debido al nfimero de cg
lulas analizadas y a la variacidn entre los ratones no es po
sible determinar la importancia de dicha observacidén. No obs
tante es ppsible que £n vive las células con dos rupturas - -
" tengan-un mayor retardo mitdtico que las células con ruptu_-
ras sencillas. ,

En 1a fig;.u'a 14 se pﬁede observar las frecuencias de cé
lulas en 71a., 2a. y 3a. divisiones a los dos tiempos postirra
diacidn. Con relacifn a los testigos se nota una disminucitn
de las células de la la. divisién (37%, p =< 0.005 ¢t student)
¥ un incremento en las célﬁlas de 2a. (12%, p. < G.OS t stu ~
dent) y 3a. divisién (19%, p <0.02 t de student), dichos -
cambios son de esperarse, debido a la proliferacidn continua
de las cé&lulas en la nédula Bsea.

Por otro lado, las células irradiadas en t,; demuestran
"una acumulacidn de metafases de 1a. divisién (35%, n < 0.08
‘'t de student) y.una disminucidén en el nfmero de metafases en
2a, divisiﬁn (26%, p <0.03 t de student)} con respecto a su
testigo. Por otro lado las c&lulas con 18 h postirradiacidn
tienen una importante disminucidn de las células de 3a. divi
siﬁn_(gz%, p. <0.,001) con relacifn al testigo‘correspondien-
te.

Dichos cambios se reflejan en el TGP, (Tabla III), ha_-
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biendo una diferencia altamente significativa {p <0.001 t -
de student) de dos horas y media para el periodo de 18 h post

irradiacion.
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III. Persistencia del dafio radicinducido generador de ICH

Usando el protecolo III (Fig.'1OJ en el cual los anima-
“les son irradiados con 1.9 Gy al tiempo cero y se analiza la
frecuencia de ICH/c&lula a 1as'24, 48, 72, 96 y 168 postirra
diacién. Se suministré la BrdUrd necesaria para el andlisis
de ICH 24 h aﬁtes del sacrificio del animal. Para el primer
periodo (24 h) la BrdUrd se inyectd inmediatamente después -
de la irradiacibn.

5

En la figura 15 se observan los resultados en 2 diferven
tes experimentos para cada tiempo.postirradiacién la excep_-
cion de 168 h postirradiacidn), en los cuales se observa uma
buena reproducibilidad‘de los cambios de frecuencia en fun_
ciﬁnldel tiempﬁ, de igual forma que eﬁ los testigos simultd-
neos.

En la Tabla VI que es un resumen de los datos de la fi-
gura 15, se observa que la frecuencia de ICH sufre variacio-
nes importﬁntes en el tiempo postirradiaciém. A las 24 h -
. postirradiacidn la frecuencia de ICH se incrementa al doble
del valor basal (p < 0.0001, t de student}. Dicho incremento
disﬁinuye significativamente a las 48 h con respecto al ob_-
servado a las 24 h {p <0.03, t de student). Sin embargo a -
las 72 h hay un incremento inesperado a una frecuencia igual
a la observada a 24 h. A las 96 h una nueva e importante dis
minuéiﬁn que (24 vs 96‘p‘< 0.0002 t de student) sin embargo

sigue siendo significativamente mayor que el valor basal -
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(p. <0.001 t de student).

A las 168 h pestirradiacidn hay una clara disminucidn -
en la frecuencia de ICH iadioinducidos, no habiendo ya dife-
rencia.sighificativa con el valor basal.

Es importante hacer notar que la presencia de algunas -
células con una frecuencia muy alta de ICH especialmente a -
las 72 y 96 hs postirradiacién (fig. 16) influye de una mane
ra importante en la frecuencia de ICH/c&lula en algunos ani-
males, lo que repercute de cierta forma en el promedic. pero
de wma manefa mis importante en la desviacién estindar y en
los rangos (Tabla VI}.

En la figura 16 se observan las distribuciones de fre -

' cuencias de ICH/cé&lula para los diferentes tiempos postirra-

diacién, asi como su comparacifm con las distribuciones de -
Poisson tedricas. Se puede obserﬁar'que para el testigo v 24
h postirradiacién el ajuste con la distribucidn tebrica es
muy bueno. Para 48, 72 y 96 h no obstante que el nimero de
células analizado es suficiente para obtener un buen ajuste -
con la distribucidn tedrica, &ste no es tan bueno. A las 48
h hay una aparente tendencia hacia los valores basales sien
do la moda entre 3 y 4, en €l ajuste la moda es entre 4 y 5.
A las 72 h aunque la moda es de alrededor de 6.0 ICH/célu-
la persiste un niimero relativamente alto de cé&lulas con fre-
cuencias entre 2 y 4 ICH. Esto sugiere la presencia de 2 sub
poblaciones. A'Qé h hay una clara tendencia a distribuirse

de una manera similar al testigo, pero en una frecuencia al-
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"gd'mayor'&e células de mas de 3 ICH/célula;

fara calcular la distribucifén tefrica para 72 y 96 hs -
no se tombé en cuenta las células con frecuencia muy alta (Fig.
16 en negro), fa que afectan de manera importante el ajuste '
de ia curva. Se supusoc que en dichas células la frecuencia al
ta de ICH es debido a mecanismoé o eventos diferentes del da .
fio radioinducide, con base en dcsldatos previamente. reporta-
dos (Rainaldi y Ma.riani; 1982).

La,proporcién-dg células con 1 a 3y 6 a8 iCH5 para ca
da periodo postirradiacibn fueronm comparadas con el testigo
usando la prueba de Chi cuadrada con modificacién de Yates -
[Tabla'ViI). De esta comparacidn se puede concluir, que la -
diferencia importantf observada a 155 24 hs es claramente -
disminuida en 48 hs (40.4 - 24.2 y 29.1 = 16.1) notandose -

ademds que la proporcidn- de células con 3 y 8 ICH no fueron

significativamente‘diferentes al testigo. Por otro lado las

difé}eﬁcias observadas a 72 h postirradiacién son similares
a las obtenidas a 24 h tanto para 1-3 como para 6-8 ICH. A

las 96 h no se obtuvo diferencia significativa respecto al

testigo, con excepcifin de la observada péra 6 ICH en la cual
- si hubo significatividad (p. < 0.002).

Para descartar la posibilidad de que las diferencias op
servadas en los diferentes tiempos postirradiacidén fueran de
hida; a diferencias entre los animales, las proporciones de
céiu;as'con 1a3ybad@d ICH fueron comparadas entre los

animaies para cada tiempo postirradiacidn, las diferencias -
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DISCUSION

I. Induccién de ICH por radiacifn gamma y efecto de la In-

corporacidn de BrdUrd al ADN

Existen en la literatura varios trabajos relacionados -
‘con la generéciﬁn de ICH por radiacidn inﬁizante, realizados
en sisfemas ¥ cundicioﬁes muy diversas. los resultados ahi -
reporfadcs, como se menciond anteriormente, van dssde una -
considerable induccibn de ICH a dosis tan bajas como 0.15 Gy
(Abramovsky et al., 1978; Anderson et al., 1981; Morales et
al., 1983} hasta una nula induéciﬁn‘(Nakanishi y Schneider,
1979; Littlefield et al., 1979).
| Littlefield et g;.,(TQfQ] basindose en la ausencia de -
respﬁesta'é la generacidn de ICH por rayos gamma en linfoci-
tos humanos irradiados en Go; propone gue la BrdUrd sensibi-
' liza al ADN para la produccién de ICH por radiacifn ioinizan
te. Por.ntro lado Morales et al., (1983), observaron un in_-
. cremento significativo de ICH en c&lulas irradiadas con 0.36
Gy despuds de incorporacién de BrdUrd en comparacidn con las
irradiadas antes del suministro de BrdUrd. La propuesta de
Littlefield et al., coincide con los resultados obtenidos -
previamente por diferentes autores, ya que en general los -
trabéjos en-los cuales la irradiacién se efecfﬁa antes de la
incorpof;ciﬁn de BrdUrd al ADN obtienen‘frecueﬁcias menores
de ICH {Bernace gt al., 1980; Littlefield.gg al., 1979; Naga

sawa y Little, 1979; Nakanishi y Schneider, 1979), que los -
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que irradian después de la incorporacifn de BrdUrd durante -
un cicle de divisidn (Abramovsky et al., 19?8; Anderson et -
al., 1981; Perry y Evans, 1975; Solomon y Bobrow, 1975; Mora
les et al., 1983).

Los resultados obtenidos en esta tesis concuerdan clara
mente con €l hecho de que ia BrdUrd sensibiliza al ADN para
inducir ICH por radiacifn gamma, asi cuando los animales son
irradiades después de la incorporacién de BrdUrd, la respues
ta es‘lineal en el ragno de 0 a 0.6 Gy con una eficiencia de

. 8.4 ICH/célula/Gy; en cambio cuando 1las c8lulas son irradia-
das antes de la incorporacidn del BrdUrd ia curvé dosis-ICH
no es lineal con aparentemente dos'pendientes, una en el rap
go de 0 a 0.6 Gy con wma eficiencia de 2.5 [CH/cBlula/Gy y -
otra en el rango de 0.6 a 1.9 Gy con una eficiencia de 0.62
ICH/cBlula/Gy, lo que implica que la BrdUrd incorporada al -
ADN aumenta de 3 a 13 veces la induccidn de ICH.

El comportamiento lineal de la curva de dosis respuesta
para la irradiacidn despugs de la incorporacidn de BrdUrd es
tdi de acuerdo con los datos de Perry y Evans, 1975, en cé&lu-
las de criseto chino (hamster).

Por otro lado el comportamiento no lineal de la curva -
de dosis ICH en c#lulas irradiadas antes de la incorporacidn
de BrdUrd no estd de acuerde con los reportes previos obteni
dos en células de la médula &sea de ratdn in'uiva (Nakanishi
y Schneider, 1979) ¥ en c@lulas de criseto chino .fr vitac (Re

nault et al., 1982}, en los cuales reportan un comportamiento
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lineal. Sin embarge, el primer reporte no incluye datos para
dosis menores de 2.0 Gy y el segundo no obtiene un comporta-
miento claro entre 0.5 y 2.0 Gy. En linfocitos humanos esti-
mulados con fitohemaglutinina in vitao, Tice (comunicacidn -
personal) ha obtenido una respuesta no lineal irradiande en
Go-

‘Reéientemente Chado y Rosenstein (1984), han obtenido da
tos_dOn-radiaciﬁn gamma (%°Co) de los gque se desprende la -
preseﬁcia de dos pendientes, una hasta 0.5 Gy y otra de 0.5
hasta 5.0 Gy, con pendientes muy similares a las presentadas
en esté tesis. .

La presencia de dos pehdiqnﬁes pudiera estar de acuerdo
con el mgdelo de Painter (1980) en el cual postula que las
Tadiaciones ioniiantes inducen pocos ICH, porque el dafio que
produce. este tipo de radiacidn inhibe Va iniciacién de 1la -
sinfesi§ de ADN a diferencia de los buenos inductores que in
hiben .1a progresidn, por ejemplo luz U.V. En el caso de es-
ta tesié, el efecto del dafio producido a dosis bajas que es
. capaz de generar ICH con relativa eficiencia es inhibido a -
dosis mis altas por otros tipos de dafio, pbr ejemplo: ruptu-
fas dobles y rupturas simples cercanas en la misma o en dife
fente‘banda del ADN, las cuales aumentan su probabilidad de
ocurrencia.con la dosis. Chac y Rosenstein (1984) han obteni
do evidencia de que la radiacidn gamma si es capaz de inhi_-
bir la induccidn de ICH producidos por luz U.V.

Con respecto a la eficiencia de induccidn de ICH por la
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irradiacifn con rayos.gamma antes de 1la incorporaciﬁn de -
BrdUrd, en esta tesis los resultados indican que es mayor -
que la de aproximadamente 1.0 ICH/cglula observada po£ otros
autores (Fornace et al., 1980; Nakanishi y Schneider, 1979;-
Popescu, 1979; Renault et al., 1982) usando rayos X. Es posi
ble que las discrepancias en respuesta sean debidas a las di
ferencias en energia de la fuente de radiacifn; Fornace y cg
laboradores (1980) y Renault y colaboradores (1982) usan fuen
tes de rayos X de aproximadamente 200 KeV ¥ en esta tesis se
usaron rayos gamma de 1.3 MeV han sido propuestos argumentos
similares para explicar diferencias en los resultados obteni
doé, fespecto a la radioinduccién de rupturas cromatidicas -
(Ludmik et al., 1981} Chao y Rosensteiﬁ (1984) han reportado
datos muy similares usando rayos gamma {®*"Co). Por otro la-
do nuestros resultados no coinciden con los obtenidos por -
(Littlefield et al., (1979} en linfocitos irradiados con ra-
yos gamma antes de ser estimulados por fifohemaglutinina, ya
que no‘obserfaron diferencias significativas en ICH a dosis
de 1.5 y 3.0 Gy con Tespecto al testigo. Esta discordancia -
en los resultados tal vez sea debida a las diferencias fisig
légicas entre los linfocitos en G, y las células de la médu-
la 8sea que estd en proliferacién continua o bien a2 la dispe
nibilidad de tiempo para reparaf el dafio invelucrado en la -
produccién de ICH (Schvartzman y Gutigrrez, 1980). Otra posi
bilidad pudiera ser la dificultad de distinguir diferencias

pequefias en los valores basales de 7 a ¢ ICH/c&lula obteni_-
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dos en su trabajo.

Con relacidn-a la eficiencia en la induccidn de ICH por
radiacifn gamma en c@lulas que han incorporado previamente -
BrdUrd al ADN, Perry y Evans (1975}, reportan alrededor de -
4 ICH/Gy, para rayos X en c£lila de criseto chino .£n vitfno:
por otre lado Abramovsky et al., (1978), observan una eficien
cia.de alrededor de 6.0 ICH/Gy para rayos gamma en linfoci-
tos -humanos. Las diferencias con los datos de esta tésis, en
los cuales se obtuve tma eficiencia de 8.4 ICH/Gy pueden ex-
pliéarse por las diferencias en los tipos celulares, aunque
parece ser que también la energia de la fuente pudiera estar
jugande un papel importante, eq_particular'con respecto a -
las eficiencias obtenidas en esta tesis y por Perry ¥ Evans
(1975). | |

Las diferencias entre las curvas de dosis-respuesta su-
gieren que la BrdUrd sensibiliza al -ADN en la induccidn de -
ICH por radiaciﬁn ionizante como fue propuesto previaménte -
(Littlefield, et al., 1979; Morales-Ramirez et al., 1983). -
. Ya Que la diferencia éntre la timidina y la bromodeoxyuridi-
na es el &tomo de Bromo que sustituye al metilo de la timidi
na, resulta interesante investigar el papel que juega este -
dtomo en la sensibilizacifn. En particular como un modelo pa
ta el estudio de la clase(s) de lesidn(es) involucrada(s) en
1a produccién de ICH.

El andlisis de las poblaciones celulares permite obser-

var que la distribucidn de frecuencia de ICH}célula se ajus-
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‘ta de una ma2nera muy aproximada a 1a‘distrihuciﬁn de Poisson
come ha sido previamente descrito [Rainaldi y Mariani, 1982;
 Morales et al., 1983) tanto para las poblaciones testigo co-
mo para las irradiadas, antes o después de la incorporacién
de BrdUrd al ADN. Resulta mis aparente en la poblacién irra-
diada después de la incorporaciﬁn de BrdUrd, lo cual puede -
ser debido al tamafio de la muestra.

Es interesante el hecho de encontrar algunas c&luas (1%}
que tienen frecuencias extremadamente altas de ICH y con una
probabilidad muy baja de que sus ICH hayan sido inducidas o
al menos directémente por la radiacidn, lo cual es apoyado -
por el hecho de que tambi&n se presentan en los testigos no.
irradiados. En estos casos los ICH son aparentemente induci-
dos por el efecto inhibidor de la BrdUrd sobre la sintesis -
de ADN ya que en las c@lulas los ICH asi inducidos se presen
tan en frecuencias muy altas y no se ajustan a la distribu_-
cifin de Poisson {Rainaldi y Mariani, 192; Morales et al., -

1983).
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I, Comparaciﬁn de las frecuencias de ICH y rupturas cromosd

micas inducidas por radiacibn y correlacidn de estos even

tos entre sI y con el IM vy el T.G.P

La radiacidn ionizante produce principalmente 3 tipos -
de lesitn sobre el ADN, rupturas de una sola banda, rupturas
" dobles y dafio sobre las bases.

ia pfoporciﬁn de estas lesiones se ha estimado de 10 a

20 rupturas sencillas por una doble. El‘daﬁo sobre las bases
es aproximadamente igual al de lesiones sencillas. Debido a
que el ADN se encuentra e;trechamente asociado a proteinas -
.en la cromatina de.células eucariontes, existe la posibili_-
dad de que la radiacién produzca enlaces ADN - proteina o in
- ¢luso con algunas otras melé&culas.

La relacidn de estas lesiones radicinducidas com la prg
duccidn de los difefentgs'tipos de aberraciones tieme um in-
terés especial tanto para el establecimiehto del significado
_ bioldgico de dichos eventos citogenéticos, como paré estable
cer las consecuencias que tiemen para las células y los orga
nismos en las cuales suceden.

Se ha propuesto que las rupturas cromosémicas son produ
cidas por rupturas dobles, por rupturas sencillas muy cerca-
nas en cadenas opuestas e incluso por dafio en las bases del
ADN. De ignal forma se ha propueéto que dichas rupturas son
el producto de 1la lesién. mds la actividad de reparacidn o -

por la falta de la misma. Sin embargo la mayoria de las evi-
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denciaé apoyan el que las rupturas dobles son la principal,
sino es que la finica causa de las rupturaé cromosdmicas (Na-
_tarajan, 1976).

Entre las evidencias mis significativas se pueden citar

las siguientes:

1) Ha sido establecido que las radiaciones inducen abe-
rraciones de tipo cromosdmico cuando las cé&lulas son
expuestas en la etapa G,, es decir antes de la dupli
cacidn del ADN, en cambio las c&lulas irradiadas en
Gz presentan aberraciones de tipo ¢romatidice (Evans
¥ Savage, 1963).

2) En esfﬁdios utilizando uridina tritiada con actividad -
especifica muy alta induce unicamente aberraciﬁnes
cromatidicas en células en etapa Gi. Lo cual es in_ -
terpretado como que en las zonas de transcripcién -
las particulas beta producen rupturas, las cuales so
Jo afectan a la banda que se transcribe y que dicha
lesidn se puéde expresar como ruptura cromatidica en
la siguiente metafase {Kiessling et al., 1971 y Nata
rajan y Sharma, 1971).

3} 'Natarajan y colabofadores {1980, 1982) han realizado
una serie de experimentos utilizando la‘Endonucleasa
de Neurospora (E.C.J.I.4.), enzima cuyo sustrato es
el ADN de una sola banda, transformando rupturas de
banda simble en Tupturas dobles. Dicha enzima es in-

troducida en cé€lulas de ovario de criseto chino (CHO)



69

mediante el uso de virus sendal en células irradia_-
das con rayos X. Usando este protocolo se demostrd -
que la endonucleasa aumenta las frecuencias de aberra
ciones cromosdémicas radioinducidas cuando las célu -
las son irradiadas y tratadas con la enzima en la -
etapa G, y de aberraciones cromatidica§ cuando las -
células son irradiadas y tratadas con la endonuclea-
sa en Gz.

Una cnantifiéacién apropiada de las rupturas inducidas
por radiaciones es entorpecida por la reparabilidad de lesic
nes, tanto en una banda como en las dos bandas, asi como -
_otrés,eventos como sensibilidad o muerte celulér que van a
alterar el nfimeroc de rupturas observables en metafase. Recieg
témente Cornforth y Bedford (1983) han desarrcllado un ele_-
gante -distema para establecer el nGmero de fupturas induci-
-&as en 1a‘etapa G; por rayos X, Dicho m&todo consiste en iﬁ-
ducir la condensacidn prematura inmediatamente despugs de la
~irradiacién de los cromosomas. de fibroblastos humanos en étg
. pa G, mediante la fusi6n con células Hela en mitosis marca -
das con BrdUrd.

En este protocolo analizan los cromosomas brematuramenJ
te condensados despugés de feﬁirlos con la técnica de FPG evi
tando la interferencia de los cromosomas que inducen la con-
densacibn, los cuales van a estar pobremente tefiidos. Median
te este protocolo determinan que la eficiencia de induccidn
de rupturas cromosfmicas es de 0.063 rupturas por cé&lula por

0.01 Gy.
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Sin embargo se ha estimado que las radiaciones ionizan-
tes producen aproximadamente de 10 a 20 rupturas sencillas -
en el ADN por célula por 0.01 Gy, es decir del orden de 1 a
2 rupturas dobles por célula por 0.01 Gy, asumiendo que 1a -
relacidn de rupturas simples a dobles es de diez a upa (Ryd-
berg, 1980).

Si estas estimaciones son apropiadas implicaria que una
de cada 15 o 30 rupturas dobles mo se expresan como rupturas
cromosfmicas o que las estimaciones del nimero de rupturas -
sobre el AN por métodos bioquimicos introduce algin error,
tal vez produciendo rupturas en algunos sitios frigiles du_ -
rante el proceso de cuantificacién.

En el mismo trabajo Cornforth y Bedford, verifican que
bajo sus condiciones de exposicién a las fadiaciones en la
etapa G,, estas células presentan sﬁio aberraciones de tipo
cromosémico cuando son analizadas en metafase.

La eficiencia de las radiaciones ionizantes para indu-
¢ir rupturas cromosdmicas, analizadas én metafase, es‘de -
aproximadamente 0.0032 + 0.0017 ) rupturas/cé&lula por
.01 Gf. Egtimada a partir de los resultados obtenidos por -
diversos autores, en diferentes sistemas y para el Tango de
entfe 0.5 y 3.0 Gy (Brewen'y Luippold.‘1971; Lloyd et al., -
1973; Moore, 1980; Natarajan gt al., 1980; Tremp, 1981; Wy_
szynska y Liniecki, 1980).

Es interesante considerar que de las rupturas cromosdmi
cas por radiacién enAetapa Gy {0.063/célula/0.01 Gy solamen-

te el 5% (0.003/célula/0.01 Gy) permanecen, se expresan °o -
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son deteﬁtébles en metafase. Esto puede ser explicado en ba-
‘s¢ a la ﬁosihilidad de que estas leéiones sean reparadas.

Conforth y Bedford (1983) observaron que las rupturas -
cromosbmicas inducidas por radiacifn son reparadas muy efi_-
.cientemenfe en las primeras 6 hr. después la eficiencia dis- .
miﬁuye aunque. continua la reparacidn. Esto resulta relevante
en relacifn con el tiempo de que dispone una c&lula para repa
rar dipho dafic antes de que la c@lula entre en divisién, es?
pgcialmente en c&lulas en proliferaéiﬁn continua.

Los datos anteriores culnc1den con los experimentos de
.Chao y Rosenstein {1984) .en los cuales observan que la inhi-
- bicidn por radiacifn gamma de la induccidn de ICH por Luz Ul
ffaviolet# va.disminuyendo de una manera importante en las -
pfimeras 6 horas.después de ia'irradiacidn. Si esta correla-
.cibn eé pertznente 1mp11caria que en ambos sistemas las Tup-
turas dobles son reparadas y que dichas rupturas son respon-
sables de la inhibicifn de 1a formacidn de ICH. -

No habiendo evidenciz expefimental previa, Perry y Evans
(1975) partiendo de los resulfados obtehidds de ia exposicifn
con rayos X de células con su ADN unifilarmente sustituido
con Brdlrd concluyen que la radiacidn induce un incremento
minimo de ICH comparado con la incidencia de aberraciones -
crbmosﬁmicas y cromatidicas sugiriendo que la induccién de
ICH por rayos X es.muy ineficiente o que la lesidn involucra
da es r&pidamenfe reparada. Para comparar las eficiencias se

basaron en la dosis de doblaje (incremento relative), -es de-
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cir, la dosis en que se duplica el valor basal de ICH y que
en su caso fue de 4.0 Gy. Estimando que a esta dosis 1la fre-
cuencia basal ae aberraciones se incrementa aproximadamente
veinte veces, sin precisar la fuente de dicha estimacidn.

En la literatura con frecuencia se utiliza indistinta-
mente dos indices de la sensibilidad de métodos o de ci&lulas
frente a agentes: el incremento relativo y el incremento ne-
to. El incremento relativoe definido en términos del nfimero -
de veces que se aumenta el valor basai y el incremento neto
definido como la diferencia con respécto al valor basal.

Es importante tener en consideracién que si bien el ip-
cremento relativo es un buen Indice de la eficiencia, no lo
es para comparar eficlencias de eventos con valores basales
muy diferentes, ya que en si las diferencias en los valores
basales hacen que la comparacifn se pueda llevar a cabo en-
tre diferentes ordenes de magnitud e inclusc la aplicacifn
de los criterios de incremento relativo e incremento néto 50
bre los mismos datos se pueden llegar a conclusiones contra-
dictorias.

Un ejeﬁplo‘lo constituyen las conclusiones obtenidas por
Shiraishi y Sandberg (1978) en relacidn hon la sensibilidad
‘a:la jnduccidn de ICH por Mitomicina € en c&lulas de pacien-
tes con sindrome de Bloom. En dicho estudio compararon el in-
cremento relativeo de ICH inducide por Mitemicina C en c#&lu -
ias de pacientes cnﬁ sindrome de Bloom y el obtenido en célu

las de individuos normales.
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Sus détos inditan que la frecuencia de ICH a una concen
tracién de mitomicina C 1 x 10”° M para células normales au-
menta 2.2 feces el valor basal (6.4 ICH/c&lula) ¥ para cé&lu-
las de pacientes con sindrome de Bloom aumentan 1.6 vecés su
valor basal (80 ICH/c&lula) concluyende que las células de -
pacientes con sindrome de Bloom no son sensibles a Mitomici-
‘na C. respecto a 1# induccidn de ICH.

S8i se comparan los mismos datos por incremento neto se
tendria que a 1a misma concentracifn de mitomicina en las c§
lulas normales se producen 7.8 ICH/cBlula sobre el valor ba-
sal y en las células de pacientes con sindrome de Bloom se -
" producen 48 ICH/célula; de lo cual se puede concluir que las
células de pacientes con Bloom si son mis sensibles a la in-
duccidn de ICH por Mitomicina C.

En los resultados reportadés en esta tesis se observd -
uwn incremento significétivo‘de ICH a dosis tan bajas como
0.12 Gy, siendo la dosis de doblaje de 0.4 Gy, es decir, 10
] veces menor que la obtenida por Perry y Evans (1975). Esta -
) discrepaﬁcia se puede explicar con base en la diferencia de
frecuencias ¢spontdneas, las cuales son tres veces mayores
en las c8lulas CHO usadas por Perry y Evans {(1975) que las
) fobtenidas en células de médula'ﬁsea £n vive, Esta situacidn
permite poner en duda la utilidad de la dosis de doblajerpa-
ra comparar resultados de sistemas con diferentes valores ba
sales de ICH. Siendo ésta 6bjeciﬁn mis pertinente en la com-

. . . :
paracidn de eventos con valotes basales tan diferentes como
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lo son los ICH y las aberraciones cromosfmicas (Morales gt -
al., 1983). En este trabajo con base en los incrementos ne-
tos de ICHs y rupturas cromos8micas por c€lula, inducidos -
per la radiacidn, se puede concluir que los dafios observados
como ICH sen aproximadamente 80 veces mids frecuentes que los
expresados como rupturas cromosfmicas. Aunque pudiera argu_
mentarse que el nimero de células analizadas no permite una
estimacién muy precisa de las rupturas, si es evidenéia su-
ficiente dada 1a magnitud de la diferencia en respuesta. De
igual forma, los resultados de Anderson et al., (1981) indi-
can que hay una eficiencia 30 veces mayor en la induccidn de
ICH por radiacidn ionizante que de rupturas cromosémicas, en
condiciones similares de sustitucidn de BrdUrd en el ADN, -
que en el trabajo de Perry y Evans (1975) y en la presente
-fesis.

Esfos resultados no son sorprendentes, ya incluso compa
rando la eficiencia neta de ICH obtenida por Perfy y Evans
(1975) con la de rupturas cromosdmicas reportada aqui, resul
ta una relacidn de 20 a 60 veces.

Otro aspecto que tiene que ser considerado, es el hecho
de que las cé&lulas en médula Gsea no estidn sincronizadas, -
por lo que no es posible definir de una forma precisa la eta
pa del ciclo celular en que las células fueron irradiadas. -
~ Sin embargo, si consideramos el tiempo de generacidn prome_-
dio y analizamos solo cé&lulas en metafase de la segunda divi

5i6n se tiene una mayor posibilidad de predecir o establecer
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en qué etapa del ciclo se encontraban la mayoria de las célu
las al ser irradiadas.
| Es por lo que en el protocole (II A) se considerd que -

siendo el tiempo de generacidn promedio para las c&lulas de
‘médula &sea de alrededor de 13 hs., si se irradian las célu-
las 12 hs antes del sacrificio (mitosis), las cé&lulas se en-
 c0ntrarian en "Gi:" del segundo ciclo y en-casu de retardo mi
tético en "G," o principios de la etapa "'S".

Sin emﬁargo, debido a que.el retardo mit6ético puede -
afectar en mayor o menor grado a las diferentes células, se
decidié analizar cé&lulas (II B) en metafase de 4 a 6 horas
mi&s tarde que para el primer grupo. Se supuso que al anali-

. zar células. de seéunda divisifn se descartaba eﬁ cieftﬁ gra-
do a las cE&lulas que estuvieran en etapas previas a "G," o -
"s" del segundo ciclo, las cuales tenfan la posibilidad de |
haber pasado.ﬁor 3 ciclos de divisidn. Por lo que se considg
t6 que analizando células en segﬁnda divisidén en el segundo

. tiempo post-ifradiaciﬁn se téndria una poblacidn compuesta

. por células con ciclos de divisién'ﬁafores, tanto por condi-
ciones naturales, por efecto de la irradiacién o la combina-
cifn de ambos, habiendo por lo tante la posibilidad de que
hubieran sido irradiados en G; o 5 del segundo ciclo de divi
sién.

Dos datos apoyan lo anterior; la frecuencia de ICH en
los 2 periodos es igual y la presencia en nuestra muestra de

unicamente aberraciones de tipo cromosdmico.
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En el caso de c&lulas con su ADN no substituido con -
BrdUrd existe una dificultad técnica para analizar en las -
mismas c&lulas las rupturas cromosdmicas y los ICH inducidos
por radiaciones, puesto que los ICH solo pueden znalizarse
en la segunda de dos divisiones subsecuentes, en cambic las
aberraciones, lo m@s conveniente es apalizarlas en la prime-
ra mitosis después de irradiacién. Sin embdrgo, de los datos
de 1la literatura se obtiene'que la frecuencia dé rupturas -
por célula por 0.01 Gy es de 0.003 en el rango de © —_3.0 Gy
(Lloyd et al., 1973; Moore, 1980; Wyszynska y Liniecki, 1980;
Natarajéu et al., 1980; Tremp, 1981}, en cambie la frecuencia
de ICH/céluIa_por 0.01 Gy obtenida por Chao y Rosenstein -
(1984) y en los datos presentados aqui, es de 0.025 ICH/célu
1a/0.01 Gy en la 1a. pendiente (de 0 a 0.6 Gy) y de 0.006
'ICH/célula/0.01 Gy en la segunda, de tal forma quella dife-
rencia entre las frecuencias de ambos eventos es de 8 veces
mas ICH que rupturas para la primera pendiente y de Zveces pa
ra la segunda pendiente. Es conveniente recalecar que dado -
que se ﬁa obtenidoe evidencia muy sugestiva de que las ruptu-
ras dobles en el ADN pueden inhibir la formacién de ICH y da
do‘qﬁe las rupturas dobles van a producir las rupturas cromg
sémicas, es factible pensar que la disminucidn en la eficien
cia de las radiaciones para inducir ICH a dosis mayores de -
0.5 Gy sea debida a 1a presencia de un mayor nfimero de ruptu
ras -dobles.

Se puede inferir de lo anterior que la eficiencia de -
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un agente para inducir ICH es inversamente proporcional a su

eficiencia para inducir rupturas cromosdmicas, es decir rup-

‘turas de doble banda. Es importante tener en cuenta gque las

radiaciones producen una importante reduccidn en la viabili

" dad afin a2 dosis alrededor de 0.5 Gy por lo que la viabili-
.dad en si ﬁuede ser otra limitante para que las radiaciones

pﬁedan expresar su capacidad de inducir la lesidn involucra-

da' en la produccién de ICH. La frecuencia de rupturas por cg
lula a dicha dosis seria 3.15, en células inmediatamenté des
pués de la irradiaciogn (Conﬁhrth‘y Bedford, 1983) y de apro-
ximadamente 0.15 en células en metafase.

Con respecte al origen de las rupturas cromosémicas y -

105 ICHs, &1 hecho de que la frecuencia de ICH en cé&lulas con

eventos son independientes, es decir, que el dafic o evento

- radicinducido que produce rupturas cromosdmicas parece ser -

independiente del que induce ICH. Hay otra serie de observa-

. ciones, ademds de las ya mencionadas que apoyan la diferencia

. de origen de las rupturas cromosimicas y los ICH, por ejem_-

plo:
a) la recuperacidn pestirradiacion de las aberraciones
cromosbmicas, pero no de ICH al tratamiento con ra-
YOS x'y luz U.V. (Fornace gg'gl., 1980; Mac Rae et -
al, 1979);
b) la inhibicitn pof antipaina de las aberraciones cromo

sbmicas, pero no de los ICH inducidos por N-metil-N-
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pitro-N-nitroso guanidina (Kinsella y Radman, 1980) y
c) 1la induccidn por daunnmiéina de wna alta frecuencia
de aberraciones, pero no de ICH (Shiraishi y Sandberg,
1979). '

Una cbservacidn intéresante es la presencia de una fre-
cuencia mayor de rupturas dobles eﬁ el segundo tiempo post_-
irradiacidn, lo cual suglere que las células con danas dobles
pud1eran retardarse mis en entrar en d1v1516n.

Finalmente, el hecho de no haber diferencia eﬁ la fre_-
cuencia de ICH en los distintos tiempos postirradiacidm, su-
giere que no hay‘relacidn entre la induccidn de ICH y el re-
tafdo mitﬁtico;rni tampoco con la disminucisn del indice mi-

tético.
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III.- Persistencia del dafic radioinducido generador de ICH

Los détos obtenidos en los experimentos relativos a per
sistencia del dafio generador de ICH (Fig. 15 y Tabla VI), su
‘gieren que la lesidn o evento que induce ICH por radiacién -
es sorprendentemente estable, ya que si correlacionamos el -
tiempb postirradiacién al cual aiin se encuentran diferencias
significativés con el testige (96 h) con el tiempo de genera
cidén promedio (TGP) que és de alrededor de 12 h, se puede -
‘concluir que el daﬁo'persistg hasta por B ciclos de divisidn.

Sin embargo, el cambio encontrado a las 48 h en el cual
‘hay una aparente tendencia a que la frecuencia‘de ICH dismi-
nuya con respecte al Dﬁéérvado a 24 ﬁ-(6.1 a 5.0) y a las 72
h a las cuales hay un incremento de la frecuencia a niveles
similares a los observados a las 24 h (6.4 ICH/clula); sugie
ren que alglin otro factor estd interviniendo.
| Del anidlisis de las distribuciones de frecuencia de ICH
~por célula (Fig. 16) se desbrendé que sdlo las poblaciones -
testigo .y la analizada 24 h después de la irradiacidn se ajus
tan adecuadameﬁte a4 la distribucidn de Pdisson, como era de
esperarse -(Rainaldi y Mariani, 1982; Morales gt al., 1983).

A ias 48 ﬁ la distribucidn tiene tendencia a retornar a los

valores testige, pero manteniendo un cierto nﬁméro de células
con frecﬁencias de ICH altas, a las 72 horas aumenta el niimeg
1o de ¢&lulas con una frecuencia elevada de ICH hasta ser -

equivalente a la observada 24 h postirradiacién; sin embargo .
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persiste una frecuencia relativamente alta de c&lulas con -~
ICH bajas como las observadas a 48 h; esto da a la distribu-
cidbn la apariencia de bimedal, en particular si se compara -
con la distribucidn tebSrica de Poisson. A las 96 hs el com_-
portamiento es seméjante al obtenido a las 48 h postirradia-
cién.

El incremento de c&lulas con frecuencias altas de ICH -
observadas a las 72 h postirradiacidn pudiera explicarse por
la presencia de una poblaci&ﬁ celular no proliferativa que -
entra en divisién entré las 48 y 72 h postirradiacin, para
compensar la pérdida de células producida por la radiacidn.
Pdr otro lado el hecho de que el TGP (Tabla VI} disminuya -
una hora para las células analizadas a las 48 h postirradia-
cién (12.4 vs 11.3 p. < 0.0001) y dos horas en las células -
gnalizadas a las 72 horas (12.4'vs 10.3 p. < 0.0001), apoya
la .existencia de un mecanismo homeostitico para compensar la
muerté celular radioinducida. El hecho de que las células‘ -
que no proliferan fueran las responsables del incremento en
la frecuencia de ICH observado a las 72 horas, implicaria -
que el dafio radicinducidoe gene?ador de ICH es estable y no -

reparado por dichas células.
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CONCLUSIONES

De los resultados antes analizados en cé&lulas de la mé-

dula 6sea de ratén L{p vive, Se puede concluir que:

1) La radiacidn gamma es capaz de inducir ICH de una ma
nera significativa a dosis tan bajas como 0.4 Gy.

2} La BrdUrd incorporada al ADN sensibiliza cuando me_-
nos 3 veces a la célula para la induccidn de ICH por
radiacifn gamma. '

3) Las frecuenciﬁs”de "ICH/célula en células irradia_-
das y no irradiadas se compofta como una distribucidn
de Poisson, sugiriendo que la induccién de ICH es me
‘diante dafio y‘ho mediahte inhibicisn de la sintesis
de ADN. o | |

'4).La frecuencia de ICH por célula provocada por radia-
cién es mucho mayor que la de rupturas cromosdmicas .
en células con su ADN unifilarmente sustituido con -
BrdUrd, lo cual es aparentemente vdlido también para
células con su ADN no sustituido con BrdUrd. Lo cual
indica que el dafic radioinducido genefador de ICH es
‘més frecuente que el que cauﬁa rupturas cromosémicas.

5) No hay relacidén entre el dafio, evento o mecanismo in
du@tor de ICH ¥ el inductor de rupturas cromosdmicas.

6) Probablemente I«c‘.u vive, las células con rupturas do_-
bles sufran un mayor retardo mitdtico.

- 7) El dafio radioinducido generador de ICH es aparentemen-
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te persistente tanto en c&lulas no proliferativas cg

mo en células en proliferaciédn continua.
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TABLA IV

'FR_ECLIENCIA DE ICH EN CELULAS COM Y SIN RUPTURAS CROMOSOMICAS

TIEMPO POST-IRRADIACION ICH/CELULA X £ §

HORAS SENCILLAS DOBLES ‘ TDTAL
12 (1;) 7.7 3.6 50 7.3 + 3,5

n=7* n=‘17 ‘n=§ .
18 (1) 7.0+ 4,8 7.0:35 7.0*4,1

n= 8 n=7 n =15

87

7.4 = 4,1
n = 242
7.1 %35
n = 325

*n =~nfimero de células.



TABLA ¥

NUMERD DE CELULAS CON RUPTURAS CROMOSOMICAS RADIOINDUCIDAS

(0,36 Gv»
12 n (T1) PosT-IRRADIACION 18 h (72) posT-1gRADIACION®
sencruias® popies®  ToTAL SENCILLAS®  DOBLESS IOTAL
0 0 ] 2 0 - 2
1. 0 1 1 1 3
1- 0 1 1 1 ] 3
2 0 2 1 2 5
3 1 5 3 3 - g
TOTAL 7 1 g 8 7 22

? VALORES EXPRESADOS POR CADA UNO DE 5 RATONES EN CADA GRUPD
(50 CELULAS CONTADAS/RATON)

biRUPTURA SENCILLA = 1 FRAGMENTO CROMOSOMICO

¢ RURTURA DOBLE = 2 FRAGMENTOS CROMOSOMICOS v/0 1 DICENTRICO.
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FIGURA 1.- Mbneyo DE RECOMBINACION DE HOLLIDAY (1964)

I) CADENAS APAREADAS CON LAS BANDAS HOMOLOGAS.

[1) INTERCAMIBO DE BANDA SENCILLA ENTRE BANDAS
DEL MISMO SENTIDO.

111) PLEGAMIENTO Y ROTACION DE LAS DOS CADENAS EN
LA ZONA DE LA RECOMBINACION.

IV) FORMACION DE LA ESTRUCTURA DE HOLLIDAY EQUI-
VALENTE A LA ESTRUCTURA CHI OBSERVADA RECIEN
TEMENTE AL MICROSCOPIO ELECTRONICO.

V) SEPARACION DE LAS CADENAS DESPUES DE LA RE-
COMBINACION DE DOBLE BANDA.
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FIGURA 2.- MODELO DE PAINTER (1980) PARA LA INDUCCION DE ICH.

I) PROGRESION DE LA DUPLICACION DEL ADN ENTRE
LOS AGRUPAMIENTOS DE REPL!CONES (ctrcuLos)
QuUE SEPARAN REPLICONES SUBSECUENTES

11) RETARDO EN.LA DUPLICACION DEBIDO A DANO E
INCREMENTO DE LA POSIBIL[DAD DE INTERCAMBIO
' DE DOBLE BANDA.
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FIGURA 3.~ MODELO DE DESVIACION REPLICATIVA (ISHII Y BENDER.
1980).

[) BIFURCACION DEL ADN DURANTE LA SINTESIS DEL ADN
A NIVEL DE UNA PORCION DARADA.

II) RUPTURA DE LA BANDA PARENTAL NO DAMADA DESPUES
DE SER COPIADA A NIVEL DEL SITIO DEL DAfO.

[II) REASOCIACION DE LA BANDA PARENTAL QUE NO COM-
" PRENDE EL DANO., PRODUCIENDO INTERCAMBIG DE -
UNA BANDA Y RUPTURA DE LA BANDA PARENTAL.QUE
CONTIENE LA LESION,

IV) REASOCIACION DE LA BANDA CON EL DANO CON LA -
BANDA EQUIVALENTE RECIENTEMENTE SINTETIZADA.

V) SEPARACION DE LAS CADENAS DESPUES DEL INTER-
' "CAMBIO DE DOBLE BANDA.
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FIGURA 6.- FRECUENCIA ACUMULADA DE ICH/CELULA PARA LOS
VALORES BASALES DE ICH, OBTENIDOS A PARTIR DE
44 TESTIGOS. LA LINEA REPRESENTA LA CURVA PA-
'RA UNA DISTRIBUCION NORMAL.
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.FIG.9 PROTOCOLO Ii
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FIGURA 11.- CURVA DE ICH RADIOINDUCIDOS A DIFERENTES DOSIS
ANTES (®) v DESPUES (0) DE LA INCORPORACION DE
BRDURD CADA PUNTO REPRESENTA EL PROMEDIO DE -
CUANDO MENOS 5 ANIMALES., MAS O MENOS EL ERROR
ESTANDAR. CUANDO MENOS FUERON ANALIZADAS 30 -
CELULAS POR ANIMAL.
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Fig. /28 DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS {ICH /celuiz) RADIOINDUCIDAS DESPUES

GE LA INCORPORACION DE Brd Urd
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FIGURAS 12 A Y-B., -

A,

REPRESENTA LA DISTRIBUCION DE LAS FRECUENCIAS
DE CELULAS CON DIFERENTE NUMERO DE ICH RADIO-
INDUCIDOS ANTES DE LA INCORPORACION DE BrDURD.
LA LINEA CONTINUA REPRESENTA LA DISTRIBUCION

DE POISSON TEORICA EN CADA CASO, SE INDICA LA

DOS1S, EL PROMEDIO MAS © MENOS DESVIACION ES-
TANDAR DE ICH/CELULA Y EL NUMERO DE CELULAS.

REPRESENTA LA DISTRIBUCION DE LAS FRECUENCIAS
DE CELULAS CON DIFERENTE NUMERO DE ICH RADIO-

© ~'INDUCIDOS DESPUES DE LA INCORPORACION DE -

BroUrp. - | .
LA DESCRIPCION ES IGUAL QUE PARA A.
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FIGURA 13.-

FRECUENCIA ACUMULATIVA ICH/CELULA A 12 v 18 b
POST-IRRADIACION, LOS DATOS DE CADA CURVAlPRQ

VIENEN DE CUANDO MENOS 30 CELULAS ANALIZADAS

PARA C/U DE 5 RATONES.
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FIGURA 14,- PORCENTAUE DE CELULAS EN 1A, D . 2A. .
v 3 I pIVISIONES, 12 (1,)Y 18R (1 )

DESPUES DE IRRADIACION ASI COMO DE SUS TESTIGOS
CORRESPONDIENTES (Cp, Y Cp,)+ LAS LINEAS REPRE-
SENTAN EL ERROR ESTANDAR, DE 5 RATONES. ANALI-
ZANDGSE - CUANDO MENOS 500 CELULAS POR RATON.
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'FIGURA 15.- PERSISTENCIA DE LOS TCH 'RADIOINDUCIDOS RESULTADO
DE DOS EXPERIMENTOS DIFERENTES. PARA MAYORES DA-
TOS VER TABLA VI, ' ‘



Fig.16 DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS (ICH /celuln) POSTIRRADIACION
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FIGURA 16.- DISTRIBUCION DE LAS FRECUENCIAS DE CELULAS‘CON
DIFERENTE NUMERO DE ICH PARA DIVERSOS TIEMPOS :
BOST-IRRADIACION. LOS DATOS SE DERIVAN DE LAS -
CELULAS ANALIZADAS PARA LOS DATOS DE LA TABLA VI.
LA LINEA CONTINUA REPRESENTA LA DISTRIBUCION DE
POISSON TEORICA, SE INDICA EL TIEMPO POST;[RRA-
DIACION, EL PROMEDIO MAS MENOS DESVIACION ESTAN

" DAR, ASI COMO EL NUMERO DE CELULAS TOTAL. LAS -

BARRAS NEGRAS REPRESENTAN.LAS CELULAS CON UNA
p.<0.01 pe PERTENECER A LA POBLACION. ENTRE -

UPARENTESIS SE INDICA EL PORCENTAJE DE ESTAS CE-
LULAS, ASUMIENDO COMO PARECE QUE SUS ICH NO SON
EL RESULTADO O CUANDO MENOS NO DIRECTO DEL DAFO.
RADIOINDUCIDO.
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