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LRESUMEN

Se determiné el efecto de 1la clorofilina scobre 1la
radioinduccién de Intercambios entre Cromdtidas Hermanas (ICH)
y de de otros eventos citogenéticos como el retraso en el
Indice Mitético (IM) y variacién en el Tiempo Generacional
Promedio (TGP), en células de la médula dsea de ratdn in vivo.

Se observd que la clorofilina protege a las células de la
induccién de ICH causados por la radiacién en forma
dosis-dependiente, que a(n a una dosis de 10ug/g protege a las
células de la disminucién del IM causado por la radiacién y
que la dosis de radiacién empleada no tuvo efecto
significativo sobre TGP. Al ser diferentes las dosis minimas
de clorofilina que protege 100% la induccidén de ICH y la
reduccién del IM, indica que no existe relacidén entre el dafo
inductor de ICH Yy el retardo mitétice. Por otra parte se
encontréd que la clorofilina per se acelera el TGP, peroc no
tiene efecto sobre 1la induccién de ICH, sobre el 1IM, ni

tampoco mostrd tener efecto téxico notable en los organismos.

Debido a que la induccidn de ICH y la disminucién del IM
causados por radiacién son provocados muy probablemente via
radicales libres, tal vez el mecanismo radioprotector de 1la
clorofilina es mediante la captura de radicales libres.



01 INTRODUCCION

1. DAéO BIdLOGICO INDUCIDO POR RADIACION

La vida se. ha desarrollado en el mundo bajo fuentes
escenciales de energia para los procesos biclégicos, en forma
de energia radiante o radiacién. Existen fuentes naturales de
radiacién externas como los rayos c¢ésmicos y las sustancias
radiocactivas del suelo, e internas resultantes de la
inhalaci6én o ingestién de sustancias radiocactivas que se
encuentran en forma natural en el aire y en la dieta. También
existen fuentes de radiaci6n artificiales producidas por el
hombre para incrementar el desarrollo de 1la ciencia y 1la
tecnologia como los rayos X, aceleradnres de particulas,
radioisétopos Y reactores nucleares. En cantidades
extraordinarias las radiaciones producen efectos deletérecs en
todas las formas de vida, desde los mé&s simples, hasta los mas
complejos organismos; los efectos provocados pueden ser micro
6 macroscoépicos, letales o no letales, e inmediatos o a largo
plazo (casarett,1968 y UNCEAR,1982).

La Radiobiologla se encarga de estudiar la interaccién de
la radiacién ionizante con los sistemas de vida, siendo una
parte importante la investigacién de instrumentos y métodos
encaminados a la radioproteccién (Casarett,1968).

1.1) Antecedentes

La era de las Radiaciones fué iniciada en 1885 con Wilhem
Conrad RSentgen al descubrir los rayos X. Un afo después Henri
Becquerel, observa por primera vez la radiacién emitida por el
Uranio, Yy en 1898 Marie Curie descubre los elementos
radicactivos Polonio y Radio (Casarett,1968 y Selman,1983).



En 1896 aparecen los primeros trabajos que hablan de un
posible dafio de la radiacitn sobre las cé&lulas. En 1839 el Dr.
J. T. stenbeck y T. A. Sjogren, aplican la radiacién para
remover tumores y controlar el crecimiento celular acelerado.

En 1904 Bergonié y Tribondeau, exponen conejos a
radiacién observandeo efectos en las células reproductivas del
testiculo. En 1905 H. Heinneke, reporté cambios patolégicos
observados en ratones, cerdos de Guinéa, conejos y perros
producidos por radiacién. Veinte afios m&s tarde H. J.Muller,
al trabajar con Drosophyla y L.J.Standler con maiz, confirman
que la radiacidén provoca efectos de tipo genético, a través de
mutaciones génicas. En 1956 Puck y asociados reportan el
primer cultivo exitoso de células de mamifero bajo condiciocnes
controladas de laboratorio, lo cual abre un nuevo campo de
estudio importante para la radiobiologia (Casarett,1968).

1.2) Hecanismos de Accién de la Radiacién Sobre la Materia Viva

La severidad de los efectos bioldgicos generados por
radiacién ionizante dependen de factores fisicos, quimicos y
biolégicos. Los dafios causados dependen a su vez del tipo de
radiacidén (rayos 7, rayos X, rayos césmicos, particulas «,
particulas B, neutrones y protones), del tiempo de exposicién,
de la do6sis absorbida (aguda o grave), de la transferencia
lineal de energia (LET), y la efectividad biolégica relativa
(Fig.1). Los efectos de las radiaciones se manifiestan en
diferentes niveles de organizacién, el dafic causado a nivel
molecular en las células se da a través de dos mecanismos de
accidén directa o indirecta (Fig.2), (Pizzarello, 1982 y
Selman, 1983).



FIGURA 1 MECANISMOS DE ACCION DE LOS DIFERENTES
TiIPOS DE RADIACION

Baja LET

(rayos X, gamma y slectrones)

Alta LET
(ngutrones y protones)

Las partfculas de baja LET liberan iones y exitan atomos
en células apartadas. Las particulas de aita LET actudn
sobre multiples agrupamientos.



FIG.2 MODOS DE ACCION DE LA RADIACION.
{SELMAN, 1983}

IONIZACION Y EXCITACION PROCESOS RADIOQUIMICOS

ACCION DIRECTA ACCION INDIRECTA



1) Accién Directa (Teoria del "Blanco')

Esta teoria se refiere a la alta radiosensibilidad en
blancos especificos de las células. El dafio causado por la
radiacién . es. directamente sobre el &cido desoxirribonucléico

{ADN) , rompiendo enlaces en la molécula, que provocan
rearreglos en la estructura {mutaciones ' rupturas
cromosémicas). Este efecto es causado principalmente por

particulas cargadas positiva y negativamente como neutrones,
protdnes y particulas alfa (Selman,1983).

ii) Accién Indirecta

Este mecanismo se refiere a la produccidn de radicales
libres  (Atomos = o " moléculas que tienen un electrén no
apareado), a través de cambios que ocurren en el agua
intracelular (Radiolisis del aqua) y productos del rompimiento
de puentes quimicos, durante el paso de la radiacién
ionizante. Los radicales libres pueden reaccionar de alguna
forma con otras moléculas ya que son extremadamente reactivos,
alterando la secuencia normal de las reacciones intracelulares

Y ocasionando dafio. Los electrones en solucién pueden
transferir energia a la molécula de ADH.

Los radicales libres mas importantes son; H®, OH" y los
electrones acuesos (& aq), (Fig.3). Los radicales libres

también pueden reaccionar de alguna forma entre ellos o con
otras moléculas como se muestra en la fig.4 {(Selman,1983 vy
Pizzarello,1982).



. RADIACION
Hp0 BBt

RL: radical Flbre .

FIGURA .NO.3. SECUENCIA DE LA PRODUCCION DE* RADICALES 'LlBRES

DEL AGUA, A TRAVE" DE"LA" RADIACION IDNIZANTE.

l.R‘E‘ACCIOHES ENTHE RADICA LES L IBRES
Ho + Ho —————H,
Ho . + HOo > H,0
HOo -+ HOo > H,0,

2.REACCIONES ENTRE RADICA LES L IBRES (F )‘IDXII’:ENQ B
Fo + 0, ——>F0]
FO3 + Ho ————F,0,

3.REACCIONES ENTRE RADI CALES L.IBRES F) b ¢ VI!QLECULAS
R-H + OHo >Ro +H,0

R-H + Ho ———>Ro +H,
R-H + HO; ——>Ro +H,0,

ORGANICAS - Srbnginn e

A REACCIONES ENTRE RADICALES ORGANICOS LIBRES Y OXICENO
+ —
Ro + 0, > RO,
sin presencla dea oxigeno

Ro + Ho ———> R-H

tmo i &cula normal)

FIGURA NO.4. SECUENCIAS DE ALGUNAS DE LAS REACCIONES DE LOS

RADICALES LIBRES, ENTRE ELLOS Y CON OTRAS MOLECULAS.



1,3 Efectos Tardios de la Radiacién

Dependiendo de como se manifiestan exist:en dos categorias
de los efectos causados por la radiacién:.

A) Efectos estocisticos: se presentan en grupos expuesﬁos;a
dosis bajas de radiacién ionizante.. En esta categoria.no ‘se
puede predecir con certeza cual de los individuos presentara
efectos, cuya trecuencia sélo puede ser detectada por métodos
estadisticos, por ejemplo leucemia y cancer en mamas.,

B) Efectos no estocasticos: se presentan .en individuos
expuestas a dosis altas de radliacién ionizante. Los efectos
somit.icos se manifiestan con seguridad y son la carcinogénesis
Yy el acortamienteo de vida (Selman,1983).

1.4 Respuesta de Tejidos y Organos a la Radiacién

La exposicidén a la radiacién ionizante es limitada por 1la
tolerancia de los tejidos (capacidad del tejido normal a
recuperarse de un efecto dafino). De acuerdo a su particular
sistema de renovacién (reemplazamiento de las células maduras
por primordiales), las poblaciones celulares se clasifican en:

Al De renovacién répida o vertical: la sobrevivencia de el
individuo depende de reemplazamientos répidos de las Gltimas
células maduras, por proliferacién a partir de las células
primordiales y su eventual diferenciacién. Ejemplo; la médula
dsea, los gametos masculinos, el epitelio intestinal, 1la
vejiga y la piel.

B} De rengvacién lenta u horizontal: en este sistema las
poblaciones de células primordiales no son disponibles. Cuando
la pérdida de células maduras excede a un punto critice las-



células . maduras. vuelven a diviéi:sg, ‘;epobléndose las
subpoblaciones. . Ejemplo; -higado, 'gl&ndula’  tiroides,. vasos
sangulineos, glandula salival, rifién, pulmones y cartilago en
crecimiento.

€) Poblacjones Aixxenovableg: estas lineas celulares han
perdide la habilidad para mantenerse ellas mismas ya que no
tienen células primordiales en las subpoblaciones y las
células maduras no pueden entrar en mitésis. Ejemplo; células
nerviosas, células musculares del corazén, esqueleto y érganos
de 1los sentidos (Casarett,1968; Pizzarello,1982 y Selman,
1983) .

La prontitud con gue se expresa la severidad del dafio por
la radiacién depende del intervalo de tiempo entre la muerte
de las células maduras y la 1llegada del reemplazamiento
celular de las subpoblaciones. Las células primordiales en las
poblaciones de renovacién vertical, son las primeras afectadas
ya que las células maduras tienen un intervalo de vida corta.
En las poblaciones de renovacién horizontal, los dafos
causados por la radiacién no se manifiestan intensamente, ya
gue esta particularidad le confiere a las células menor
sensibilidad; ademds de no tener un banco viable de células
precursoras radiosensibles y que las cé&lulas maduras tienen un
intervalo largo de vida, (Selman,1983).

Los efectos radiobiolégicos en el individuo seguidos de
una exposicién con dosis casi-letal y letal de radiacién
jonizante se les llama sindromes de radiacién aguda. Los tres
efectos principales por los que atraviesa un organismo después
de una larga exposicién de radiacién son:

A) Necrégsis o muerte gelular; los Srganos mas radiosensitivos
sufren una destruccién como los nudos linfaticos, ©6rganos
hematopoyéticos, génadas, epitelio gastrointestinal y piel.



B} Hemorragia: se presenta un sangrado principalmente en . la
piel, 6rganos internos, tracto gastrointestinal y respiratorio
por la supresién de la formacién de plaquetas.

¢} - Infeccidén: sobreviene a causa del agotamiento de las
defensas del cuerpo (supresién del mecanismo inmune), causando
debilidad general.

El Sindrome Hematopoyético provocado por la radiacién, se
presenta principalmente en médula &sea, la incidencia de
mortalidad es alta. La muerte es provocada ya gue una
proporcién alta de células primordiales es efectivamente
destruida. Se ha estimado gue solo 150 Rads en ratones son
necesarios o suficientes para disminuir el nimero de células
primordiales y que la LD _es de 600 Rads, en la cual sbélo de 2
a 3 células primordiales retienen su capacidad proliferativa.

Las células de grasa, los macréfagos, las células
reticulares Y tejido conectivo de médula 6sea son
relativamente resistentes a 1la irradiaci6én. Muchas de 1las
células que son precursoras de la red sanguinea, granulocitos,
plaquetas son radiosensibles, siendo los eritroblastos los mas
sensibles. Los mielocites y megacariocitos son poco
radiosensibles. La edad 3juega un papel importante en 1la
produccién de este sindrome (ya que conforme aumenta la edad
decrece la produccién de células en la médula ésea),
(Casarett, 1968; Pizzarello;1982 y Selman,1983).

1.5 Respuesta Celular a la Radiacién

Al actuar 1la vradiacién ionizante sobre los B sistemas
biolégicos, “los cambios quimicos - iniciales sén raramente
detectados directamente, ya que son reparados casi
inmediatamente. Los que no  pueden ser reparados y ocurren
dentro de’ importantes estructuras rompiendo y destruyendo



componentes moleculares, provocan alteraciones en las
estructuras y mecanismos celulares, lo que conduce hasta la
muerte. La transicién entre los cambios quimicos en un sistema
Y la manifestacién biolégica es compleja y aun no se a
determinado. Fstos cambios inducidos por 1la radiacion se
pueden dar a nivel citoplasmico o manifestarse en el “niicleo
por dafio al ADN (Casarett;1968 y Selman;1983).

i) Citoplasma celular

Los primeros cambios citoplamiticos apreciables son;
vacuolizacién, aparicién de protuberancias, reduccién en el
nimero de polisomas, desintegracién de mitocondrias (a grandes
dosis), dafio en la transferencia de secreciones en 1la
superficie del reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi,
cambios en la permeabilidad de la membrana celular {a bajas
dosis, hay cambios de sustancias del interior de la célula al
medio y altas dosis Se provoca lisis célular) (Selman;1983 y
Pizzarello;1982).

ii) NGcleo Celular y Efectos Genéticos

El nGcleo celular es el que contiene 1la informacién
genética que se transfiere de generaci6tn en generacién a
través del ADN, cualquier dafioc causado puede ocasionar
importantes consecuencias (Fig. S). A nivel molecular los
dafios causados al ADN por la radiacién son; rowmpimiento de
puentes de hidrogeno y de cadenas, produccién de enlaces
cruzados, alteraciones en el esqueleto azGcar-fosfato y dafio
en las bases nitrogenadas, lo que trae c¢omo consecuencia
alteraciones en el ADN para servir como templade en la
replicacién y la transcripcién (Kedar;1984).



FIG.5 DANO OCASIONADO POR AGENTES MUTAGENOS
(ALTAMIRANO-LOZANO,1989)

| AGENTE MUTAGENICO |

TOXICIDAD DANO } A{ REPARACION |

MUTACION
[CELULAS SOMATICAS | —{CELULAS GERMINALES |
i
ENVEJECIMIENTO
CELULAR
PROBLEMAS DE
MALFORMACIONES INFERTILIDAD Y
CONGENITAS ESTERILIDAD
ALTERACIONES GENICAS
[ABORTOS | HEREDABLES

I
ENFERMEDADES
GENETICAS




El dafio ocasionado por la radiacién se puede transformar
en:
A) Mutacién; definida como un cambio imprevisto heredable en
‘un' cromosoma o gen, no siempre las mutaciones aparecen
inmediatamente, pero pueden aparecer en las siguientes
generaciones en forma severa. Las mutaciones se pueden
presentar:
a) A nivel de genes, ocasionadas por cambios en la secuencia
de nuclebtidos ya sea por eliminacién, adicién o sustitucién.
La radiacién puede inducir mutaciones recesivas, las cuales se
manifiestan en generaciones futuras s6lo si los individuos se
aparean con otros que presenten la misma mutacidn o si ésta se
localiza en el cromosoma X de un hijo de la madre irradiada.
Las mutaciones pueden ser letales si se manifiestan durante el
desarrollo embrionario.
b) A nivel de cromosomas (llamadas aberraciones),
caracterizadas por un cambio en el ntmero o estructura fisica
de los cromoesomas, la forma en due aparecen depende del
momento en el c¢ual se irradie. Las aberraciones incluyen
rompimientos que provocan pérdidas o rearreglos de fragmentos
cromosémicos (desde simples nGcleotidos hasta fragmentos de
cromosomas muy largos).

No se puede diferenciar en todos los casos entre una
mutacién génica y una cromosémica.

B) Alteraciones en la divisidén celularx: manifestadas como
retraso o inhibicién de mitésis, mitdsis anormales, formacién
de células poliploides y 1lisis puntuales (Pizzarello;1982 y
Selman;1983) .

2. INDICADORES DE DANO GENETICO POR RADIACION

El dafio genético causado por la radiacién se puede medir
por diferentes parémetros como: induccién de Intercambios

B



entre Cromidtidas Hermanas (ICH) (Abramovsky et al.,1978;
Fornace et al.,1980; Renault et al.,1982; Morales-Ramirez et
al, , 1983 y Morales-Ramirez et al.,1984b), disminucién del
Indice Mitdético (1) (Morales~Ramirez et al.,1983)
supervivencia y muerte celular (relacionado con la disminucién
del IM), aumento en el Tiempo Generacional Promedio (TGP)
(Morales-Ramirez et al.,1983), reduccién de sintesis de ADN,
rompimientos de cadenas (sencillas y dobles) (Fornace et
al.,1980 y Nagasawa y Little,1981), frecuencia de aberraciones
cromosdémicas estructurales y numéricas (Fornace et al.,1980,
Nagasawa y Little,1981 y Renault et al.,1982) y frecuencia de
microntcleos (Ashby y Brita,1985).

2.1 Intercambios entre Cromdtidas Hermanas (ICH)

Los ICH son trasposiciones simétricas egquivalentes entre
las crométidas de un mismo cromosoma y representan un
intercambio de doble banda entre 1las moléculas de ADN
(Morales,1984) .

i) Antecedentes

McClintock (1938), observd por primera vez en cromosonas
en forma de anrillo del maiz, la rormacién de cromosomas
dicéntricos, gque significaban el doble del tamafo inicial,
esto en la actualidad se sabe gue correspondia a un ICH.
Posteriormente en 1957 se obtiene la primera evidencia directa
de los ICH en células de Bellevaria romana, utilizando métodos
autorradiogrédficos, que consistieron en la incorporacién de 1la
timidina tritiada (Rg), en la primera de dos divisiones,
obteniendo al final una cromitida marcada y la otra no
(Fig.s6), siendo esto evidencia de la duplicacién
semiconservativa y la presencia de una sola banda de ADN por
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FIGURA 6 EXPERIMENTO DE TAYLOR UTILIZANDO METODOS
AUTORRADIOGRAFICOS (Taylor,1957).

Timidina {*H)
radiactiva

Timidina
no radiactiva



cromatida. En estos cromosomas se . observé la  presencia
frecuente de intercambios de fragmentos de una cromatida a la
- otra del mismo cromosoma, a 1lo cual se .le llamé ICH
‘(Taylor,1958) .

El método autoradiografico tenia poca resolucién por lo
cual se desarrolla otro método basado en la incorporacién de
un andlogo de base de la timidina, la 5-bromo-2’-desoxiuridina
(Brdu), durante al menos el primero de dos ciclos replicativos

. del ADN y el uso de tincién fluorescente con bibenzimida 33258
Hoechst. La tincién diferencial de las cromdtidas hermanas por
fluorescencia se basa en que la BrdU reduce la flourescencia
del colorante, por lo que al analizalas en el microscépioc de
fluorescencia, una cromdtida se encuentra bifilarmente
sustituida por la BrdU la cual se observa opaca y la otra
unifilarmente sustituida se observa brillante. Aunque este
método presentaba mayor resolucién que el autorradiografico,
ya que los intercambios se detectaban més facilmente, tenia la
desventaja de que la fluorescencia se perdia facilmente con el
tiempo (Latt,1973). Asi surge el método llamado Fluorescencia
Plus Giemsa (FPG), el cual se desarrollé haciendo algunas
modificaciones, que consistieron en dejar a las células
durante dos ciclos de replicacién en presencia de Brdu,
exponerlas a luz para producir una reaccién de fotdlisis del
ADN bifilarmente sustituido y tedirlas con Giemsa. Con este
metédo se obtiene una tincién palida en la cromdtida
bifilarmente sustituida Yy la cromatida unifilarmente
sustituida se tifie mas oscura {Fig.7). Con estas
modificaciones las preparacines ademas de mayor resolucién son
permanentes (Perry Yy Wolff,1974).

Recientemente han sido desarrollados una serie de modelos
in vivo basados en la incorporacién de la Brdu; a través de
inyecciones intraperitoneales miltiples (Allen y Latt,1976),
por infusiones subcuténeas (Pera Y Mattias, 1976) o
intravenosas (Schneider et al.,1976), por la implantacién de '
tabletas con BrdU pura (Allen et al.,1977), cubierta de
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FIG. 7 DIFERENCIACION DE CROMATIDAS HERMANAS POR
EL METODO DE FPG (PERRY Y WOLF,1974)

Fluorescencia Plus Giemsa
(FPG)
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paréfin; (McFee et al.,1983) o con‘’agar (King et al.,1982) vy
por - una inyeccién intraperjitoneal ‘de :la- BrdU adsorbida a
carbén . activado (Morales-Ramirez et .al.,1984a Yy b), este
‘Gltimo se empled en este trabajo. ‘

ii) significado Biolbgiéo

Actualmente existe gran .cantidad  de informacién e
investigacién acerca de los. ICH, por ser un buen indicador de
dafic genético, aunque el significado biolégico no ha sido
claramente determinado. La induccién de ICH requiere del paso
de las células por sintesis ("s") (Wolff et al.,1%74a), ya que
los ICH se producen durante o inmediatamente después de que se
ha dadc la bifurcacién en la sintesis de ADN (Kato,1980a), se
ha encontrado gque la frecuencia de ICH es mayor en "S" y
decrece cuando la célula pasa a “"G2" (Schvartzman vy
Gutierrez,1980).

Los mecanismos de formacién de ICH aun no han sido
determinados, se cree gue pueden ser inducidos por diversas
causas como son; el dafo directo al ADN (Perry y Evans,1975;
Abe y Sasaki,1977; Nakanishi y Schneider,1979), por inhibicién
del proceso de sintesis del ADN (Ishii y Bender,1980; Rainaldi
y Mariani, 1982), por inhibicién de las enzimas involucradas en
dicho proceso (Ishii y Bender,1980}, por inhibicién de enzimas
involucradas en la reparacién (Oikawa et al.,1980; Morgan y
Cleaver,1982) o por un agente promotor de cAncer no
involucradoe en 1la producecién de lesiones sobre el ADN
{Kinsella y Radman,1978 y Schwarts et al.,1982).

El proceso de induccién parece preducirse de manera
espontinea en células que no han sido tratadas o cuando menos
ne de forma intencional por alqgin agente inductor de ICH

(MeClintock, 1918), esto ha sido demostrado in “vitro
(Kato,1974) e in vivo (Tice et al., 1976), al observar gue por
debajo de determinadas dosis, la frecuencia  permanece



constante, lo cual significa que estos valores son los
esponténeos. Por otra parte a dosis més altas estos valores se
incrementan en forma dependiente de la concentracién de la
dosis de BrdU administrada. Esto se debe a que la BrduU que no
se incorpora al ADN, induce ICH alterando probablemente las
pozas metabblicas de los nacleotidos (Davidson et al.,1980).

Se ha determinado mediante 1la técnica de tincidn
diferencial de cromatidas en tres tonos, que la frecuencia
basal de ICH se incrementa en las tres divisjones sucesivas en
la célula, lo que implica gue la inyeccién de BrdU si influye
de manera Jjmportante en el valor basal de ICH, ya que ésta
tincién implica la incorporacién de cantidades crecientes de
BrdU (Morales-Ramirez et al.,b1987).

El valor basal de los ICH varia dependiende de: a) el
tipo celular, b) la forma de administracién de la BrdU, c¢) las
condiciones del medio (temperatura, oxigeno etc.) y d) 1la
realizacién del experimento in wvitro o in vive (Kato vy
Sandberg,1977; Morgan y Crossen,1981; Kato,1980b y Verly et
al.,1973).

Morales-Ramirez (1980), detectan los siguientes valores
basales de ICH en ratones de la cepa Balb-c in vivo,
utilizando una inyeccién intraperitoneal de BrdU adsorbida al
carbén activado:
~Espermatogonia 1.7 ICH/célula
-Médula 6sea 3.5 ICH/célula
-Glandula salival 5.6 ICH/célula

Por otra parte se estimé gue la frecuencia esponténea (la
que es independiente de la manipulacién experimental), de ICH
en la médula o6sea de los ratones in vivo es de 0.15
ICH/cel./ciclo celular. En este trabajo realizado con 1la
tincién diferencial en tres tonos, la frecuencia de células
sin ICH en la primera divisién es entre 65% y 75% después de
tratar a los ratones con 0.25mg de BrdU por gramo de peso
(Morales—~Ramirez et al,,1987).



Los ICH basales en algunas enfermedades hereditarias y
caracterizadas -por la inestabilidad de los crowmosomas, como el
sindrome de Bloom es de 89 ICH/cel., lo cual llama mucho la
atencién, ya que es posible gue en este sindrome se estaria
llegando a la saturacién o al limite de cuantificacién de los
ICH’s. En otras enfermedades como la anemia de Fanconi vy
sindrome de Louis-Bar, la frecuencia basal de ICH es igual a
la de las células normales (Latt,1979 y Changati et al.,1974).

iii) Mecanismos de Induccién de ICH

Existen varios modelos propuestos para explicar 1la
inducién.de ICH; como el basadoc en la recombinacién bacteriana
propuesto por Holliday en 1964, que explica los intercambios
con .una’ alterpnativa de recombinacién de doble banda
* (Morales-Ramirez, et al.,1990). Otro modelo es el propuesto
por Painter en 1980, que explica la induccién de intercambios
a través de danos que retardan la duplicacién, que producen
sintesis a diferentes tiempos y rompimientos a nivel de
“cluster”, para finalmente obtener asoclaciones aleatorias
entre bandas parentales e hijas, que corresponde a un
intercambio entre doble banda. Finalmente Ishii y Bender en
1980, proponen gue la induccién de ICH consiste en la
desviacién replicativa, donde los intercambios espontdnecs son
el resultado de una ruptura ocasional de las bandas parentales
durante la sintesis y su reasociacién con las bandas hijas de
igual polaridad, por lo tanto los ICH causados son debidos a
que el dafilo causado a una de las bandas, provoca su rutura a
nivel de la bifurcacién durante la sintesis, lo cual trae como
consecuencia un cambio de via durante la duplicacifén gue
permite llenar el espacio opuesto al dafo (citado por
Morales, 1984 tesis doctoral).

Por medio del bandeo cromosémico se ha podido determinar
que la. induccién de ICH no es homogénea a lo largo del



cromosoma Yy que existen zonas preferenciales, siendo las
uniones entre bandas positivas y negativas, las que presentan
una mayor frecuencia de ICH (Latt,1974a)}. Por otra parte, 1la
frecuencia de ICH en 1la heterocromatina constitutiva del
cuello del cromosoma X, €s menor gue en la eucromatina, tanto
para los ICH esponténeos como los inducidos (carrano vy
Wolff,1975; Bostock y Christie,1976; Carrano y Johnston, 1977 y
Crossen, 1983).

Se a encontrado que no existe una correlacidén entre la
localizacién de ICH y los agrupamientos A-T, en los cuales se
supone gque existe una mayor incorporacién de Brdu, por lo
tanto la distriﬁucién de estos es mids azarosa que selectiva
(Thust y Ronne,1982).

iv) Los ICH como Indicadores de Dafia

La induccién de ICH por agentes mutdgenos-carcindgenos,
ha sido ampliamente demostrada tanto en sistemas in vivo
{(Stetka y Wolff,1976a; Schreck et al.,1979; Scheider et
al.,1976 y Morales-Ramirez et al.,1980), como in vitro (Perry
"y Evans,1975; Stetka y Wolff,1976b; Popcscu et al., 1977 y Abe
y Sasaki,1977), por agentes guimicos de acelén directa (Perry
y Evans, 1975; Nakanishi y Schneider,1979 y Morales-Ramirez et
al,,1984b) como indirecta (Stetka y Wolff,1976a y b; Schreck
et al.,1979 y Morales-Ranirez,1980), Yy por agentes fisicos
como el calor (Kato,1980b), luz Ultravioleta (Wolff et
al.,1974a; Mac Rae et al.,1979), ultrasonido ({Liebeskind et
al.,1979) y Radijacién jonizante (Abramousky et al.,1978;
Morales—~Ramiez et al.,1983}.

El grupo de ICH del programa GENE-TOX de los Estados
Unidos d&e America (Latt et al.,1981), consideran el anéalisis
de ICH como un método alternativo para detectar mutégenos
quimicos y fisicos, ademas de presentar las siguientes
ventajas: ’
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A)

B

<)

D)
E)

F})

G)
H)

Es excelente para detectar agentes fque producen
aductos en el ADN. h ; i

Es mucho mis sensible para detectar mutigenos quimicos
que el método basado en el anilisis de aberraciones
cromosémicas.
Hay ensayos tanto in vivo como in vitro para detectar
tanto mutdgenos directos o indirectos, es decir que
requieran o no activacién metabélica.
Es un método relativamente réapido.

Los sistemas in vivo permiten el andlisis en tejidos
diversos incluyendo células germinales.

Existen sistemas en organismos diversos incluyendo
plantas y animales no mamiferos, los cuales pueden ser
usados como monitores ambientales de agentes
genotéxicos.
Este ensayo puede ser usado en poblaciones humanas.
Existen pocos falsos positivos,

Y como principales desventajas consideran unicamente:

A)

<)

D)

B).

Poco sensible para mut&genos: gue: inducen. rupturas
dobles. I s =
El desconocimiento de su significado- biolégico.’

El desconocimiento de la correlaciéh "de™ICH conial

nimero de lesiones.
El efecto sinérgico o aditivo que puede tener 1la
BrdUrd respecto al mutageno.

El mismo grupo propone que el andlisis de ICH, tiene tal
reproducibilidad gue basta el analisis de 25 células por dosis

en los

sistemas in vitro y para los sistemas in vivoe se

recomiendan tres dosis diferentes, con un minimo de 3 animales

por dosis y un andlisis de 25 células por animal.
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v} Induccién de ICH por Agentes Quimicos y Fisicos

Se ha demostrado gque algunos adgentes quimicos alquilantes
producen enlaces cruzados en el ADN, gue inducen ICH, tal como
la mitomicina C y la mostaza nitrogenada. Existen también los
agentes monofuncionales que producen aductos, como la mostaza
de quinacrina, la adriamicina, el fluorocromo 33258 Hoechst,
el metilmetanosulfonato, el etilmetanosulfonato, Y el
4-nitroquinoline 1l-oxide. También existen agentes como 1la
ciclofosfamida {agente antineoplésico), gue requiere
activacién metabdlica para convertirse en un agente alquilante
bifuncional activo y causar induccidén de ICH (Latt,1974b;
Perry Y Evans,1975).

La produccién de monoaductos tambien puede inducir ICH y
son producidos por agentes como la porfiromicina y 1la
decarbamoil-mitomicina-C (derivado monofuncional de la
mitomicina C) (Carrano et al.,1979).

Los inhibidores de 1la sintesis de ADN como la
hidroxiurea, la 1~Darabinofuronasil citosina ¥ la
aphidilcolina incrementan los ICH tanto basales como
inducidos. Los adentes gque bloguean la sintesis de 1la
poly-(adenosina difosfato ribosa) polimerasa (enzima que
sintetiza en vespuesta a extremos de banda sencilla o doble
causadas por duplicacidén, dadoe o reparacién), producen
incremente en la frecuencia de ICH basal {Oikawa et al.,1980;
Natarajan et al.,1981) o inducidos (Morgan y Cleaver, 1982).

Se ha encontrado que agentes fisicos como la temperatura,
luz ultraviolieta y el ultrasonido, son capaces de inducir ICH,
durante la fase de sintesis, lo cual se asocia con un retraso
en el curso de la replicacién del ADNH (Kato,1980a; Wolff et
al.,1974a; Mac Rae et al.,1979 y Liebeskind et al.,1979).

Existe controversia acerca de cudl es el dafiv responsable
de inducir 2los ICH. Ishii (1981), propone dque los enlaces
ADN-proteina son los mds probables en la induccidn de ICH.
Kano y Fujiwara (1981), en un trabajo similar proponen que los
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enlaces cruzados son ‘la 1e516n mas eficient‘ en la produccién
de ICH. Flnalmente Cassel Y Lat:t: '(1980), ugieren que tanto‘
los monoaductos como 1os enlaceo cruzados son los responsables

de’ la producciﬁn de IcH

vi) Induccién de ICH por radiacilénk

Existen varios trabajos donde se reporta que los ICH son
una prueba sensible para la deteccidén de daho causado por
radiacién a dosis bajas como 0.15 o 0.25 Gy {Abramovsky et
al.,1978; Fornace et al.,1980; Renault y Chorounlinkov,1982;
Morales~Ramirez et al.,1983). Por otra parte existen otros
trabajos donde se reporta que la radiacién no induce ICH
(Stenstrand, 1985; Littlefield, et al.,h1979; Nakanishi vy
Schneider,1979). Otros autores consideran que la radiacién si
induce ICH's, pero que no son el parimetro adecuado para la
medicién del dafio causado, ya que la induccién es minima
comparada con otras lesjones provocadas como lo son las
aberraciones cromosémicas (Perry y Evans,1975).

Se ha demostrado que la radiacién gamma puede inducir ICH
tanto en células con su ADN sustituido y no sustituido con
BrdU y que la presencia de la BrdU sensibiliza al ADN respecto
a la induccién de ICH, por radiaci6én gamma (Morales-Ramirez et
al., 1983 y 1984a y b). La lesidén inducida por rayos gamma gue
produce ICH antes de la incorporacidn de BrdU es estable y no
facilmente reparada persistiende por lo menos por 8 ciclos
celulares después de la irradiacién (Morales-Ramirez, 1984).
Incluso se ha obtenido evidencia de que 1las lesiones
radicinducidas que dan lugar a los ICH son muy persistentes y
llegan a causar ICH en el mismo sitio en divisiones sucesivas
{Morales~Ramirez, et al.,1988).

Por otra parte se ha observado que la presencia de
oxigeno incrementa mas la induccidn de aberraciones que de
ICH, por radiacién gamma. Partiendo de que el oxigeno dafia mas
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a las bases del ADN, entonces los ICH son producidos por dafios
en las 'bases mis que por rompimientos de cadenas sencillas,
' mientras gque ambos tipos de dafio producen aberraciones directa
o indirectamente (Andersson, et al.,b1981}).

2,2) Indice Mitético (IM)

El IM, indica la proporcién de células que se encuentran
en divisién cosiderando Gnicamente -las células en metafase y:
se calcula mediante la siguiente formula: e

NO. DE CELULAS EN METAFASE . -
IM = X 100
1000 V

La divisién celular .puede ser alt‘e‘r‘ada por - diferentes
agentes quimicos o  fisicos: y ' esto Cse .manifiesta como
inhibicién, retraso o aceleracién en 1la . divisién celular,
mitésis anormales, produccién de células poliploides y lisis
puntuales.

El retrasoc o inhibicién de la mitésis, se presenta por un
retraso al principlo de la divisién (el cual se da en 1la
interfase de sintesis), sin embargo las células en el estado
posterior pueden continuar el ciclo mitético. La causa real
del retraso mitético no ha sido encontrada, ya gue hasta 1la
siguiente divisién celular es cuando se pone en evidencia el
dafio. La inhibicién mitdética puede ser completa y permanente,
perdiendo la capacidad de reproducirse (muerte mitética).

La produccién de mitosis anormales por radiacién se
presenta por: a) anafases retrasadas; en la cual un cromosoma
de un par homdlogo retrasa su migracidén durante la anafase,
como resultado una célula recibe ambos cromosomas normales y
la otra célula hija finaliza con un cromoséma anormal o sin
cromosoma Y b} por la no disyuncién; la cual produce algtn
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efecto debido a la averia del par de cromosomas al no
separarse durante la metafase.

La produccién de células poliploides por radiacién, se
debe a que las células continGan la sintesis de ADN, pero no
bajo  la presencia de mitosis. Estas cé&lulas poliploides no
contribuyen al crecimiento de la poblacidn célular.

La produccién de lisis puntuales por radiacién, se debe a
que muchas cé&lulas radiosensibles mueren durante la mitesis
inmediata a la exposicién de dosis clinica de irradiacién. Los
linfocitos maduros mueren horas después de la exposicién de
pequefias dosis de radiacién, esta muerte por lo tanto debe de
ocurrir en la interfase, a lo cual se le llama muerte en la
interfase o lisis puntual (Selman,1983).

En las poblaciones de cé&lulas sincronizadas después de 4
hrs. (cé&lulas en Gi), se causa el menor retraso mitético, de 9
a 10 hrs. (células en fase S), se causa retraso intermedio de
mitosis, y de 16 a 2C hrs., implica el mé&s alto grado de
retraso mitdtico en respuesta a 1la irradiacidn, por ser
administrada antes de la produccién de proteinas necesarias
para la mitosis (células en fase Gz}, (Fig.8).

En las poblaciones de células asincrénicas (las células
existen en varias fases del ciclec celular), el IM es casi
constante. La irradiacién causa maxima inhibicién o retraso
mitético, en la interfase de profase. Las células afectadas se
pueden recuperar Yy rntrar en mitosis con las no afectadas en
una frecuencia excesiva de divisiones o sobreproduccidén
mitética (Fig.9).

Morales-Ramires et al. (1983}, reportan una disminucién
en el IM, en células de la médula 6sea de ratones irradiades,
de tipo dosis-dependiente.
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2.3) Tiempo Generacional Promedio (TGP)

El Tiempo Generacional Promedio (TGP}, indica el promedio
de tiempo que tardan las células en dividirse y se calcula con
base al nGmero de células que se encuentran en primera,
segunda y tercera divisién para un tiempo determinado. Esto se
logra por medio de la tinciobn diferencial de las cromiatidas
hermanas, donde los porcentajes obtenidos para cada una de las
divisiones se aplican en la férmula desarrollada por Ivett y
Tice en 1982, la cual permite establecer la duracién promedio
del ciclo celular de la siguiente forma:

TGP = T

(% 1° div. X 1)+(% 22 div. X 2)+ (2 3% div. x 3)

poKpE: T= TIEWPO DE vADIﬂNlSI'RACXCm DE LA BrdU.

i Con este parametro se puede detectar el efecto causado
por algGn agente a través de retardo o aceleracién en el ciclo
celular. Se ha reportado que la irradiacién alarga el ciclo de
divisién celular en médula ésea de ratones in viveo, siendo una
relacién dosis-dependiente (Morales~Ramirez et al, 1983;
Mendiola-Cruz y Morales-Ramirez,1989).

3. FACTORES QUE AFECTAN LA RESPUESTA CELULAR A LA RADIACION

Existe un gran ntmero de factores que pueden modificar la
respuesta de las células a la irradiacién y son:

A) Tipo y calidad de la radiacién; los cuales influyen



directamente "sobre. la respuesta ya qua no todos 1os tipos de‘
radiacién 'son‘iguales, por ejemplo ‘en’ ‘la - radiacién fot&m.ca {x
yigamma), - la radiosensibilidad decrece con el incremanto de la
ensrqia fotdnica.

Bl ' Posificacidn ¥ reparaciébn; basada en el modelo “del
*hlanco", donde la sobrevivencia celular depende de 1la
fraccionacién en la administracién de la radiacién.

€) Posiciébn de las células en el giclo repreductive; 1la
radiosensitividad de la célula varia durante el ciclo celular,
encontrandase gque las células son m&s sensibles durante el
proceso de sintesis y poco sensibles en la fase Gz,

D) oOxigepacién; la radiosensibilidad de 1las. células se
incrementa cuando la presién de oxigeno es alta, alrededor de
30 mmHg.

E} Estado fisiolégico; la edad, la condicién de los animales
de vida (corta o larga), estado endocrinolégico y 1la
temperatura del cuerpo, influyen en forma directa sobre la
respuesta celular a la irradiacién.

F) Modificadores guimicos; son sustancias o procedimientos que
modifican 1la respuesta celular a la radiacién por dos rutas
diferentes:

a) por medio de agentes radiosensibilizadores, los cuales
intensifican el el dafio causado por la radiacib6n, dentro de
estas se encuentran las gue producen hipoxia o hiperoxia en
las células y los agentes citotéxicos.

b) por medio de agentes radioprotectores, son sustancia o
procedimientos que protegen o disminuyen el dafo causado por
la radiacién en las células y por lo regular son aplicados
antes de la radiacién (Selman,1983 y Pizzarello,1982).
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3.1) Radioproteccidn

El incremento en el uso de radiacién ha propiciade el
aumento en la investigacién referente a la radioproteccién,
los propésites principales de su estudio son proteger el
tejido normal preferentemente durante terapias de irradiacién
a tejidos malignos (radioterapia) y obtener m&s informacién
acerca de los mecanismos del dafio radioinducido (Kedar,b1984).
Con respecto al primer propésite, la investigacidn no ha sido
muy fructifera ya gue las dosis requeridas para la
radioproteccidén son tan altas que resultan té6xicas y 1la
administracién del radioprotector protege tanto a las células
normales como a las células del tumor (Harris y Phillips,1971
Y Yuhas,1973). También se han empleado combinaciocnes de
radiosensibilizadores para las células tumorales Y
radioprotectores para las células normales, pero ailn no se ha
logrado con exito la aplicacién de ambos. En cuanto al
conocimiento de los mecanismos de radioproteccién al dafio
radiocinducido, se ha avanzado significativamente.

El efecto de un radioprotector va a depender de factores
como; la toxicidad del agente, la eleccién de la dosis a
irradiar, la eleccién de los animales experimentales, la ruta
de administracién de la droga, y el intervalo de tiempo entre
la administracién de la drogra y la exposicién a la radiacién.

Es recomendado cuando se va a emplear una sustancia como
radioprotector, que se utilice la LDsoc en los organismos a
tratar, fijar la dosis de irradiacién y hacer por lo menos
tres dosis diferentes del radioprotector, tomar en cuenta la
LET de 1la radiacién empleada Yy determinar el parametro
indicador de dafic a medir (Pizzarelle,1982).
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3,2) Tipos de Radioproteccién

Existen diferentes tipos de radioprotectores los cuales
se pueden clasificar en fisicos, quimicos y biolégicos. Se han
-estudiado tanto in vitro como in vivo, encontrando a su vez
que la respuesta entre ambas condiciones difiere muchas veces
(Pizzarello, 1982} .

i) Radioproteccién Fisica

Dentro de 1la radioproteccién fisica se encuentra la
exposicién parcial del cuerpo, que consiste en proteger con
capas de plomo aquellos lugares donde se lleve proliferacién
de células como en médula dsea, de tal forma que al haber sido
irradiadas otras zonas y no las células en proliferacién estas
sustituyan gradualmente las células dafadas evitando un dafo
mAs intenso. La temperatura también protege a las células por
tener una relacion directa con la anoxia, a bajas temperaturas
disminuye el consumo de oxfgeno hasta un 5%, lo que estimula
en el organismo al sistema simp&tico, liberando una gran
cantidad de noradrenalina y adrenalina, gue poseen grupos
aminas (efectivos radioprotectores quimicos) esta es una

radioproteccion combinada fisica y quimica (Pizzarello, 1982)
ii) Radiproteccidén Quimica

Los radioprotectores quimicos son los més investigados
por ser muy eficientes en la inhibicién y por su fécil
aplicacién en la prdctica. Para su mayor manejo estos se han

clasificado en:

Aminotioles {(NHz y SH); las aminas sulfhidrilas son efectivos
radiprotectores a temperaturas -y pH fisiolégicos, 1los
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principales son la cisteina,2-mercapto etilamina (cisteamina),
cistamina, aminoetil isotiourea dihidrobromuro (AET) Yy
2-mercapto etil-guanidina (MEG).

Compuestos con azufre, dentro de estos se encuentran . la
tiourea, tiouracil, ditiocarbamato, ditioxamidas, tiazolinas,
sulfoxidos, sulfenes y el dimetilsulféxido.

Adentes farmacolégicos; dentro de estos se encuentran el

alecohol (el wmecanismo probablemente es por hipoxia), . la
morfina y la heroina, el salicilato de sodio, reserpina, .
acetilcolina, metacolina, carbaminoilcolina, ebinefrina;
metoxamina, dopamina, histamina, serotonina, colchicina 'y
hormonas como estrégenos, testosterona, adrenales y
tiroidales.

Adentes radioprotectores no jidentificados por - un dgrupg
especial; dentro de estos se enuentran el cianuro, uracilo,
los derivados de acidos nucléicos tales como el
S5—-amino-4-metiluracilo, Yy el S-amino-4-metiluracile,

fluorocacetato de sodio, para-aminopropiofenona, melitin,
endotoxinas, imidazol y 3/5‘AMP ciclico (Pizzarello,1982).

Se ha probado cn especial el efecto radiprotector de 1la
Cisteamina sobre la induccién de ICH por radiacién, en células
de la médula désea de ratén in vivo, encontrandoc gue bajo las
condiciones empleadas en su estudio, los ICH son causados por
radicales 1libres producidos por la accién indirecta de 1la
radiacién (Mendiola-Cruz y Morales-Ramirez,1989).

El estudio de radioprotectores quimicos como se puede
observar es amplio, pero desgraciadamente las cantidades que
se necesitan son téxicas y en muchas ocasiones pueden hasta
causar muerte. Lo mids importante de su uso experimental, es la
informacién que se ha obtenido y se puede obtener acerca de
los diferentes mecanismos de proteccién (Pizzarello,1982).
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iii) Radiproteccién Biolégica

HMas que radioproteccién se puede considerar
radiorecuperacién y dentro de los principales métodos .o
procedimientos biolégicos a este respecto se encuentran:

la parabigsis; la cual consiste en unir dos organismes
permitiendo una circulacién cruzada a través de los capilares
de la piel, a uno de los organismos se le irradia y al otro se
le blinda con plomo, sobreviviendo ambos organismos a una
dosis letal.

La implantacién de bazo en la cavidad peritoneal de ratones
irradiados o inyeccién de gélulas del bazo; este procedimiento
se lleva acako después de la irradiacién y ayuda a la

recuperacién del organismo. Se ha encontrado que puede ser
inyeccién intravenosa en lugar de intraperitoneal.

Transplante de médula dsea; este se lleva acabo por medio de
una inyeccién intravenosa de médula o6sea inmediatamente
después de la irradiacién, se ha encontrado que la inyeccién
intraperitoneal requiere 70 veces mas células que la
intravenosa.

Varias transfugiones de sangqre periferica; este procedimiento

tambien se lleva acabo después de la irradiacién.
Inyecgién de células ne hematopoyétjcas; consiste en

inyecciones de una suspensién de células de embrién
(Pizzarellc,1982).
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3.3) Antimutagénesis

Es cada dia creciente el nimero de compuestos quimicos o
agentes. capaces de inducir cambios en el material hereditario
con los que el desarrollo moderno ha complicado la existencia
actual " de 1la vida moderna, a estos agentes se les llama
mutdgenos (sustancias capaces de inducir un cambio sGbito
heredable que afecta el material genético). Para contrarestar
dicho efecto se ha incrementado el estudio de sustancias
antimutdgenas (sustancias capaces de evitar el daifio causado
por algGn agente mnutdgeno), variando 1los mecanismos de
proteccién dependiendo de los mecanismos de accién del
mutdgeno (Salamanca,1988).

Existen cerca de 20 diferentes tipos de gquimlcos
antimutdgenos y anticarcinégenos naturales y sintéticos que
se investigan intensamente, pero al igual que los
radioprotectores, muchas ocasiones las cantidades son tales
que ocasionan citotoxicidad y otros efectos alternos por lo
cual su aplicacién no es conveniente, pero si proporcionan las
hases de la investigacién,

3.4) Mecanismos de Antimutagénesis y Radioproteccién.

Dentro de los mecanismos de accién antimutagénicos vy
carcinogénicos se encuentran:

A). Sustancijas inhibidoras de mutdgenos de accidn extracelular;
actuan por; a) inhibicién o prevencién de la formacién en la
incorporacién del mutidgeno o precursor impidiendo 1la
penetracién (en el organismo o en la célula) o favoreciendo su
eliminacién, b) por inhibicién de la formacién endégena del
mutigeno (inhibiendo la reaccién de nitrosacién o modificando
su estructura en la flora intestinal bacteriana) y c¢)
desactivdndo el mutédgeno, por reacciones fisicas, quimicas o
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enzim&ticas, de sustancias presentes en las células o en los
flufdos que las rodean (en muchas ocasiones estos son
metabolitos de bajo peso molecular).

B) sSustancjas inhibidoras de mutdgenos de accién intracejular;
actuan por medio de; a) moduladores del metabolismo ya sea
inhibiendo 1las cé&lulas en replicasién, favoreciendo la
secuestracién del mutigeno en acciédn indirecta, inhibiendo la
activacién de promutdgenos o induciendo los mecanismos de
destoxificacién, bh) por blogueo de moléculas reactivas,
reaccionando con electrolitos por reaccidén quimica o
enzim&tica, capturando oxigenos reactivos o protegiendo sitioes
nucleofilicos del ADN. Asl mismo por utilizacién de modulares
de reparaci6én y replicaci6én de ADN, incrementando la
replicacién fiel del ADN, favoreciendo la reparacién del dafio
al ADN o inhibiendo el error propenso reparando la secuencia
del ADN, c) neutralizando el promutdgeno o la lesién mutdgena
por varios mecanismos de reparacién del ADH, removiendo o
evitando lesiones, y d}) por la wutilizacién de nuevos
mecanismos que aumentan la induccién de reparacién libre del
ADN por bloques, reparando por errores propensos del ADN o
incrementando la activacién metab&lica de mutégenos.

C). Activacidén de inhibidores sobre el inicio de células
neoplésicas; actuan por medio de; a) la modulacién de la
promocidén del tumor a través de la inhibicién de los efectos

genotdxicos, captura de radicales libres, inhibicién de
células en proliferacién, induccién de diferenciacidén celular
o modulacién de transducciébn sefialada y b) por moduladores de
la progresi6n del tumor por inhibicién de efectes genotéxicos,
la activacién de hormonas de factores de crecimiento,
activacién del sistema inmune, agentes antineoplésicos
fisicos, quimicos o biolégicos y modulacién de la transduccidn
sefialada (De Flora y Ramel, 1988 y Hartman y Shankel,1990).
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En general los agentes antioxidantes inhiben 1la
mutagénesis y carcinogénesis a través de 1la captura de
radicales libres.

En mutdgenos fisicos como la radiacién ionizante se puede
inhibir su efecto indirecto causado principalmente por 1la
produccién de radicales libres. Si un antimutageno es efectivo
a través de la captura de radicales libres, entonces también
puede ser un efectivo radioprotector para determinados
paré&metros indicadores de dafio producidos por accién indirecta
como lo son -1;35 ICH.

Se han estudiado sustancias radiprotectoras encontrando
gue los grupos <omo los SH y las aminas actlan protegiende a
las células de diversas formas principalmente:

A) captura de radicales libres; consiste en que el grupo

activo del radioprotector inactiva los radicales libres, ya
sea; por que reacciona con ellos, los engloba o transforma en
compuestos menos téxicos o inactivos para las estructuras
celulares. Sin embargo existen radicales 1libres come. el
citrato de sodioc y la norepinefrina que se pueden inactivar in
vitro pero no in vivo.

B) Produccién de hipéxia; como ya se mencioné la falta de
oxigeno en los organismos provoca la secrecidn de
noradrenalina y adrenalina, las cuales son aminas que protegen
a las células.

C) Produccién de mezclas de enlaces de disulfito; al unirse
estos con proteinas, son vreducidos por el glutationato
reductasa y de esta forma evitan la interaccién con los
radicales libres, este mecanismo no es del taodo aceptade ya
que es efectivo solo para proteinas, y no para la moléf:ula
ADN.

D) Inhibicién reversible del ADN; consiste en inhibir por un
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lapso la sintesis del ADN, permitiendo la reparacién de los
dafios causados.

E) competencia por los oxigenos producidos en la radiolisis
de) agua, con los radicales libres orginiccs; este mecanismo
se basa en interferir la reaccién que origina los super6xidos
(los cuales son muy téxicos ROzj, capturando los oxigenos y
formando compuestos inactivos para las células.

F) Transferencia de hidrégenos a la mplégula del ADN; esto
promueve la reparacién de las rupturas o pérdidas de
hidrégeno.

Se ha encentrado gque en agquellas sustancias donde se
combina  hipéxia con alguno de los otros mecanismos
radiprotectores son mas efectivos los resultados (Selman,1983
y Pizzarello,1982).

4. CLOROFILINA
4.1 Propiedades Fisicoquimicas de la Clorofilina

La cloreofilina son sales de la clorofila, y se obtienen
reemplazando el grupo fitil por algn metal, como puede ser
potasio, sodioc 6 cobre-sodio.

De todas las sales de la clorofila 1la més empleada
terapeGticamente y en 1la investigacién biolégica es 1la
clorofilina cuprisédica, la cual se prepara por el método
planteado por Schertz Y Toepher. La clerofilina es una
sustancia microcristalina azul oscura que produce el efecto
Tyndall en solucién acuosa, tiene una caracteristica banda de
adsorcién de 630my, es soluble en agua y su férmula quimica
es; CasHsiNaiCuOs (Fig.10).
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FIG.10 FORMA QUIMICA DE LA MOLECULA DE LA
CLOROFILINA {C34H31Na4Cu06)
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Las sales cuprisédicas de:la’‘clorofila“ (clorofilina), son
muy empleadas ya ' que tienen la ventaja .de. ‘ser bastante
estables - solubles. en agua 'y’ de’ f&cil manejo’ (INDEX
Merck,1976) . - o -

4.2 Toxicldad

Se ha demostrado la nula o baja ‘toxicidad de 1la
clorofilina administrada oral, intraperitoneal, subcutanea e
intravenosamante en conejos, perros y humanos (Kephart,1955 y
Younyg y Beregi,1980).

Los Gnicos cambios apreciables gue se han encontrado al
ser administrada la clorofilina fueron; la coloracién verde
que presentaron algunos Organos (la cual desaparecié desp-ués
del tratamiento) y el leve incremento de evacuaciones
intestinales (Kephart,1955).

4.3 Antecedentes

Las primeras investigaciones realizadas con compuestos
clorofilinicos, fueron encaminadas a su aplicacién
farmacoldgica en el tratamiento de la .anemia, como agente
bacteriostatico, agente curativo de infecciones, en
hipertensién, higiene oral, desodorante y en la coagulacién de
la sangre (Kephart,1955), como medicamento fotosensibilizador
y fotoprotector (Zubiri,1246), en la proliferacién del tejido
epitelial (Krasnikova,1974), en el cuidado de pacientes
geridtricos (Young y Beregi,1880), en la cristalizacién del
oxalato de calcio en orina normal (Tawashi et al.,1982) y en
la peroxidacién lipidica de mitocondrias y microsomas (Sato et
al.,1984).

Los compuestos clorofilinicos tienen una propiedad
sorprendente al concentrarse en los tumores, cuando se inyecta
en animales que tienen transplantes de carcinomas o sarcomas
mamarios, permitiendo a los tejidos en crecimiente y 1las



partes que se estan regenerando una afinidad por los
compuestos del tipo de las cleroporfirinas, la clorofila se
puede etiguetar con cobalto radicactivo para detectar tumores.

4.4) Clorofilina como Antimutdgeno

Las primeras investigaciones realizadas en forma,
encaminadas hacia el estudio antimutigeno se efectuaron hasta
las Gltimas dos decadas. En 1los alimentos naturales que
diariamente consumimos, se encuentran mutigenos Yy
carcinogénos, asi como antimutdgenos y anticarcinogénos
{(Ames, 1983) .

La actividad antimutigena de los vegetales en general ha
sido demostrada en los principales mutdgenos del triptofan
pirrolisate (Trp-P-1 y Trp-P-2) en Salmonella (Kada et
al. ,1978; Morita et al.,1978 y Kada,b 1984}, con mutdgenos como
el benzo [a) pyreno en el consumo del cigarro en Salmonella
(Terwel y Van der,1985), en la inhibicién de mutagenos de
epbéxidos policiclicos aromiticos en Salmonella (Wood et
al.,1982), en la inhibicién mutagena de antimutéagenos
bio-naturales en el te verde Jjapones, en Bacillus subtilis
(Kada et al.,1985).

En vista del exito antimutdgeno de las plantas verdes, se
aislaron sus componentes para determinar los grupos activos
antimutégenos, encontrando inhibicién mut&gena en zanahorias
causada principalmente por los B-carotenos (Darroudi et
al.,1988; Rousseau et al.,1989; Packer et al.,1981;
Renner, 1985 y Peta et al.,1%81), en los &cidos té&nicos (Shimoi
et al.,1985), en la vainilla (Inouye et al.,1988), en el grupo
protoanemonin {Minakata et al.,1983), en las B-propiolactonas
(Shamberger et al.,1979), en los grupos olelicos y linoleicos
(Hayatsu et al.,1981), en los dgrupos fendlicos (Stich et
al,,1982), en fibras vegetales (Kada et al.,1984), en Acidos
elagicos, en riboflavina, las clorofilas {a y b} vy
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especificamente en la clorofilina (Lai,1979; Terwel y" Vander,
1985 y ong et al.,1986).

De todos estos componentes antimutagénicos de las plantas
verdes destaca la clorofila, por ser uno de los componentes
m&s abundantes de las plantas verdes, por su gran estabilidad,
por su poca © nula toxicidad y por efectividad antimutdgenica
(Kephart, 1955 y Ong et al.,1986). Lai (1979), encontrdé que la
clorofila contenida en los brotes de trigo inhibia 1la
activacién metabélica de carcinégenos in vitro en Salmonella.
Posteriormente se encontré que el componente activo
antimutdgeno de la clorofila eran sus sales principalmente las
de sodio y cobre (Clorofilina), al encontrar a la clorofilina
como el mayor factor antimutigeno, detectado en extractos de
brotes de trigo. Los tocoferoles y carotenos entre otros,
contribuyeron escasamente en la actividad antimutagena,
comparados con la clorofilina (Lai et al,1980 y Matney,1986).

La investigacién sobre las propiedades antimutdgenas de
la clorofilina se estan desarrollando ampliamente y provando
con varios mutdgenos. Se ha demostrado que la clorofilina
inhibe la activacién del 3~metilclorantreno y la del benze [a)
pyreno en Salmonella, en respuesta dosis-dependiente (Lai et
al,,1980). En este mismo afo se encontré inhibicién mutagénica
de productos de pirrélisis (Seis mutdgenos) y de otros
carcinégenos, por la clorofilina en Salmonella (Arimoto et
al..,1980a y b). Posteriormente Kato et al. (1983), encuentran
inhibicién mutagénica del benzo [a) pyreno, por la clorofilina
pero en células de Hamster chino.

Terwel Y Vander (1985), encontraron actividad
antimutdgena de la clorofilina, contra el censumo de cigarro y
el benzo (a) pyreno en Salmonella. Posteriormente Ong et al.
(1986) y Feng et al. (1989), reportan actividad antimutigena
potente contra mutagenos ambientales y mezclas complejas
mutdgenas como carnes frias, jugos rojos, vinos rojos, fumar y
masticar tabaco, partficulas del aire, Yy emisiones de
particulas de diesel en Salmonella, encontrande para algunas
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hasta una inhibicién del 100% y nula toxicidad. Robins (1986),
encontré inhibicidn de la clorofilina a la actividad mutigena
del aflatoxin en Neuroespora crassa.

Hayatsu et al. (1988), encuentran inhibicién de la
clorofilina a sustancias nmutdgenas y carcinogénas, en
Salmonella y Bronzetti et al., (1988), encuentran actividad
antimutigena de la clorofilina pero en Levaduras.

También existen evidencias en 1la inhibici6én de 1la
clorofilina, sobre la genotoxicidad del
3-amino~-1-metil-5h-pirodo(4,3-b)indole (TrpP-2) en Drosophyla,
planteando que el mecanismo de antimutagénc es a través de la
formacidén de moléculas complejas con el mutdgeno, evitando asi
su accién (Negishi et al.,1989).

En otros trabajos la clorofilina suprimié con exito la
actividad mutdgena del capsacian y el 2-aminoantranceno, junto
con otros agentes antimutagénicos en Capsicum annum. También
se ha encontrado actividad antimutdgena de 1a clorofilina en
D, melanogaster. Y recientemente se encontrd que la
clorofilina reduce mutéciones espontédneas en cepas de E. coli
resistentes a la deoxygalactosa (Rodriquez-Arnaiz Y
Zimmmering,1989 y Clarke y Shankel, 1989).

Como se puede observar el estudio de la clorefilina como
antimutigeno es amplio, ya dque ofrece ventajas gque otros
antimutigenos no tenian, como lo es su nula toxicidad,
abundancia en las plantas verdes y su facil manejo. Aungue
tales propiedades de la clorofilina aun no se puedan aplicar,
esto establece basas sélidas de la investigacién basica acerca
de la antimutagénesis, faltande aun mucho por estudiar al
respecto, como lo son los mecanismos antimutdgenos de la
clorofilina.

4.4 Clorofilina como radioprotector

En la actualidad el dnico trabajo realizado . con
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clorofilina para tratar de explicar el efecto radioprotector,
es el desarrollado recientemente por Zimmering, et al. (1990),
en el cual determinaron el efecto de la clorofilina sobre la
induccién de mutaciones y recombinaciones en Drosophyla, por
radiacién gamma, encontrando un efecto radioprotector en
mutaciones (manchas de tricomas simples en las alas), del 50%
y en eventos recombinantes (manchas de tricomas dobles en las
alas), del 100%. Ellos plantean la posibilidad de que 1la
proteccién se deba a una inhibicién en el crecimiento celular,
lo cual no corresponde a radioproteccién. Este planteamiento
se contradice, ya que en este misme trabajo no se encontrd
toxicidad de la clorofilina y en un reporte anterior de Ong,
et al. (1986), tampoco se encontraron evidencias en 1la
inhibicién del crecimiento celular, por clorofilina.

4.5 Mecanismos de accién de la clorofilina

Los mecanismos de accién de la clorofilina no estan aun
determinados, ya que por una parte se piensa gque 1la
clorofilina actua probablemente por blogueo de activacién de
enzimas nicrosomales de promutdgenos a mutdgenos, formando
complejos inactivos, con los derivados mutagénicos. Al parecer
la clorofilina captura los radicales libres, pero no la
molécula q\..le en ocasiones es la causante del efecto (ejemplo
en el metilmetano sulfonato), (Bronzetti, et al.,b1988). Por
otra parte se cree que 1la clorofilina quiza actua en
reacciones con mutdgenos aromdticos inactivos en el tracto
gastrointestinal (Newmark, 1984).

Negishi et al. (1989), en su trabajo reportan un efecto
inhibidor de la clorofilina sobre el Trp-p-2, en Drosophyla y
Salmonella, proponiendo que el mecanismo inhibidor se debe a
la formacién de complejos de la clorofilina con los mutdgenos.
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1808 OBJETEIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Conocer el efecto de la clorofilina sobre la induccién de
Intercambios entre Crom&tidas Hermanas (ICH)}, reduccién del
Indice Mitético (IM) y retraso en el Tiempo Generacional
Promedio (TGP) causade por la exposicién a 1.0 Gy de radiacién
gamma. Asi como establecer la dosis minima de clorofilina
capaz de proteger completamente a las células de la médula

&6sea de ratén in vivo.

2. OBJETIVOS PARTICULARES

1) Establecer las condiciones experimentales para administrar
la clorofilina e irradiar, asi como el planteamiento de
protocolos.

2) Determinar el efecto de la <clorofilina ' sobre’ ~las
frecuencias de ICH, el IM y el TGP.

3) Determinar el efecto de diferentes dosis de clorofilina
sobre la induccién de ICH, disminucién del IM y retraso en
el TGP inducidos por la exposicién a radiacién gamma.
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W MATERDAL. Y. MIE'I'OIDOS’

" 1.” ANIMALES

Se emplearon ratones machos de la cepa Balb-C de uno a
dos meses de edad, con un peso de entre 28 a 32 gramos.. Los
cuales fueron proporcionados por el bioterio del ‘laboratorioc
de Radiobiologia celular del Instituto Nacional de
Investigaciones Nucleares. Los ratones fueron alimentados con
comprimides ©purina ad libitum y se mantubieron Bajo
condiciones controladas de temperatura, circulacién del ai;e Y
peribédo de luz y obscuridad.

2. INCORPORACION DE BROMODEOXIURIDINA

Se suministré a los organismos intraperitonealmente. una
suspensién acuosa de BrdU, (Sigma Chemicals), . adsorbida a
carbén activado a dosis de 1.5 mg/g de peso.

La adsorcién de BrdU al carbdén activado se llevé acabo
mediante la agitaciédn de una solucién acuosa de BrdU (20mg/ml)
con 100mg de carbén activado por ml de solucién de BrdU, en la
obscuridad durante 5 min. Mediante este procedimiento se
observa que hay una adsorcién de mids de el 95% de Brdu
(Morales-Ramirez; 1988). La adsorcién se realiza bajo
condiciones estériles, el carbén se esteriliza y se deseca en
el mechero antes de preparar la suspensién. La solucién acuosa
de BrdUrd se esteriliza también antes de agregarla al carbdn
activado pas&ndola por un filtro millipore de 0.2 micrémetros.
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3., COSECHA Y OBTENCIOM DE PREPARACIONES CROMOSOMICAS

Después de 22 horas de la inyeccidn intraperitoneal de la
suspensién de BrdU-Carbén activado, los animales se inyectan
con una solucién acuosa de colchicina (Sigma Chemical) a una
dosis de 7.5mg/kg de peso. Dos horas mas tarde los organismos
fueron sacrificados por dislocacién cervical para extraer
ambos fémures, los cuales se cortaron por los extremcs para
obtener las células de la médula 6sea por medio de una
inyeccién de PBS (2ml por hueso)}. El contenido se recuperd en
un tubo y se centrifugé a 1200 rpm durante 5 minutos, el
precipitado se resuspendié en 0.5 ml. del sobrenadante para
después agregarle 6ml de solucién hipoténica (cloruro de
potasioc 0.075 M), y se incubé a 37°C durante 15 minutos.
Transcurrido el tiempo se centrifugé nuevamente a 1200 rpm.
durante 5 min., se resuspendié el precipitade en 0.5ml. del
sobrenadante Yy se £ijé en 6ml. de Carnoy (Acido
acético:Metanol 1:3), durante 10 min., el proceso de fijacién
se repitié tres veces y en el Gltimo cambio se resuspende el
precipitado en 0.5ml, para gotear la suspencién en laminillas
limpias y frias (3 gotas por laminilla), 1las cuales se
flamearon y se dejaron secar (Fig.11A).

4. TINCION DIFERENCIAL DE LAS CROMATIDAS HERMANAS

Se utilizdé la técnica de tincién diferencial de Wolff y
Perry (1974b) modificada, usando bibenzimida 33258 Hoechst.

Se agregaron 6 gotas de una solucién acuosa de 313258
Hoechst 10 ‘M sobre las laminillas anteriormente preparadas, y
se les colocé un cubreobjetos manteniendose en osbcuridad
durante 10 min., para después colocarlos en una caja de Petri
que contenia buffer amortiguador de fosfatos de sodio, el cual
llegaba al ras del portaobjetos, aqui se dejaron bajo una
lampara de luz negra (25 Watts) a un centimetro de distancia
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durante 1 hr. Transcurrido el tiempo se lavaron:las :laminillas .
y se jincubaron a 60% C en una solucién SSC. durante 30 ‘min.,
‘después se lavaron con agua caliente (60%¢) ‘ybfria.' Finalmente
se tifleron en Giemsa al 5% de : amortiguador- de- fosfatos :
(0.01M), durante 30 min. (Fig.11B). e

S. ADMINISTRACION DE LA CLOROFILINA

La clorofilina (Sigma Chemicals), se administrd 4.5 hrs.
antes de la inyeccid$n de la BrdU, por via intraperitoneal, a
dosis de 100, 50, 10, 5 y 1ug/g de peso en solucién acuosa,
dependiendo del grupo experimental.

El tiempo fué dJdeterminado a través del estudio
cualitativo de la absorcién de la clorofilina, el cual se
realizé debido a 4gque al seguir protocolos establecidos
{Mendiola~Cruz Y Morales-Ramirez, 1989), la tincion
diferencial de 1las cromatidas hermanas no se obtenia. Se
realizé una determinacién de las concentruciones de
clorofilina en sangre y cavidad peritoneal para evitar el
efecto inhibitorio de la clorofilina sobre la absorcién de 1la
Brau.

Los procedimientos que se realizaron consistieron primeroc
en desarrollar una curva patrén por diluclones de distintas
concentraciones de clorofilina, las cuales fueron leidas en un
espectrofotémetro. La absorcién de la clorofilina fué
determinada por medio de lavados de la cavidad peritoneal
después de la administracién de 1la clorofilina a distintos
tiempos. A la solucién obtenida se le determiné la densidad
Sptica en el espectrofotdémetro para obtener la concentracién.
Por otra parte se extrajdé el plasma sanguineo a través de
puncién cardiaca; centrifugandose la sangre a 1700 rpm.
durante 5 min. Finalmente se 1leyé la densidad &ptica del
plasma, para extrapolar en la curva patrén realizada y obtener
la concentracién de clorofilina en sangre.
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6. IRRADIACION

La irradiacién se efectué en el Vick-Rad “co, - de
exposicién geométrica (Lapices de Co), la cual presentaba una
razén de dosis de 261.4 rad/min, aproximadamente. La
irradiacién se realiz® durante 25 seg. en forma individual,
encerrando a los ratones en un envase de pléstico vy
colocandocles en ambos muslos dosimetros termoluminiscentes
(TL) . Las dosis de exposicién individual en cada experimento
fueron determinadas en el laboratorio de dosimetria del ININ,
a través de los dosimetros TL colocados a los ratones. La
dosis estimada fué de 1 Gy aproximadamente.

El tiempo de exposicién fué calculado por medio de un
experimento preliminar que consistié en irradiar 5 ratcones
durante 23 seq. (tiempo teérico estimado) y 5 ratones durante
32 seqg. {tiempo aleatorioc "X"), de las cuales se establecid la
relacién para obtener la dosimetria y el tiempo real de
exposicién de los ratones, para obtener 1 Gy de radiacién
gamma (7).

7. ANALISIS DE PREPARACIONES
7.1} Andlisis de ICH

El analisis de los ICH, se realizé6 en 30 células en
metafase, que tuvieran las crom&tidas claramente diferenciadas
y <con el numero cromosbmico completo (40 cromosémas);
(Fig.12). cCuando habfa duda sobre algGn conteo, este se
realizé por mds de un observador y si persistia la duda, no se
tomaba en cuenta.
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7.2) Andlisis de IH

El andlisis del IM se realizdé, haciendo tres conteos
independientes de 1000 células por ratén, en los cuales se
considerd en divisién unicamente aguellas células en metafase
{Fig.13), los resultados obtenidos se aplicaron ‘en ‘la
férmula que se muestra en la pag.2Y .

7.3) Anadlisis del TGP

Para el anéalisis del TGP, se revisaron 300 células por
ratén, de las que se contaron las que se encontraban en 1°,
2%, y 3® divisién (Fig.14), los datos obtenidos se manejaron
de acuerdo a la férmula desarrollada por Ivett y Tice (1982),
Pag.28 .

8. PROTOCOLOS Y GRUPOS EXPERIMENTALES

Se emplearon 4 grupos experimentales, utilizando los
protocolos siguientes para cada uno de ellos (Fig.15):

I} Grupo control (Control).

La BrdU se administra intraperitonealmente al inicio del
experimente Yy se permite su incorporacién durante 22 hrs.
Transcurrido el tiempo se aplica una inyeccién intraperitoneal
de colchicina y 2 hrs. después se recaliza 1la cosecha y
obtencién de las preparaciones cromosémicas.

Se usaron ratones sin irradiar y sin clorofilina.

1I) Grupo Clorofilina (Clorofi.}.

La administracién de la clorofilina se lleva a cabo 4.5
hrs. antes de la inyeccién de BrdU, se permite 1la
incorporacién durante 22 hrs. Se aplica la inyeccién
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intraperitoneal de ia colchicina y 2 hrs. wés parde'se'fealiza
la cosecha y obtenciédn de preparaciones cromosbmicés.',

Se usaron ratones sin irradiar, para determinar el.efecto
de la clorofilina per se.

11I) Grupo Ikradiade (Irradia.}

La irradiacién se lleva acabo 0.5 hrs. ‘antes ‘de..la
administracién inbraﬁeritoneal de la BrdU; se 'pefmite ia
incorporacién durante 22 hrs. y 2 hrs. después se realiza la
cosecha y obtencién de preparaciones cromosémicas.

No se administré clorofilina a los ratones con el objéto
de determinar el efecto de la radiacién.

1V) Grupe Llorofjilina-Irradiade (Clo-~Jrrad.}

La administracién de la clorofilina se lleva a cabo 4.5
hrs. antes de la inyeccién intraperitoneal de BrdU., La
irradiacién se efectué 0.5 hrs, antes de 1la inyeccién
intraperitoneal de 1la BrdU. La inyeccién de colchicina se
realiza 22 hrs. después de la incorporacién de la BrdU, para
finalmente sacrificar a los organismos 2 hrs. después.

Los ratones fueron irradiados y tratados con clorofilina,
el objetivo fué determinar el efecto del pretratamiento de 1a
clorofilina sobre el dafic causado por la radjacién.

9. ESTADISTICA

Los datos se expresan como el promedio (§) mAs o menos la
desviacién estandar (s) segin el caso, se hace mencién en las
tablas o graficas.

Para el analisis de 1la ‘significatividad se wuso un
anélisis de varianza, donde p<0.05, sequida de. la prueba de
Tukey, el ajuste de Poisson y la prueba de x*, para comparar
proporciones. Para 1los cuales se uso el programa Systat
versién 5.03.
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FIG 15 PROTOCOLOS EMPLEADOS DURANTE EL TRABAJO. =7+~
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V.RESULTADOS

1. DETERMINACION DE LA CLOROFILINA

Los resultados de la determinacién-de -la.clorofiliha se i-
muestran en la figura 17A, 1la cual correspond ; v
patrén de las distintas concentraciones: de clorotilina y sus.
respectivas densidades Opticas.

2. ABSORCION DE LA CLOROFILINA

En la fiqura 17B, se muestra la concentracién de la
clorofilina en cavidad peritoneal y sangre en funcién del
tiempo, observindose el pico para la maxima concentracién en
sangre a las 4.5 hrs., asi como una disminuciébn significativa
de la clorofilina en la cavidad peritoneal a la misma hora.

La tabla 1, muestra la calidad de tincién diferencial con
la administracién de la clorofilina 0.5 hrs. antes de la BrdU

{Mendiola-Cruz Yy Morales-Ramirez, 1989), y el obtenido en
estos experimentos 4.5 hrs., para reducir las interferencias
entre la clorofilina vy la Brdu, observandose que al

administrar 0.5 hrs. la clorofilina antes de la BrdU no se
obtiene buena tincién diferencial y al administrar 4.5 hrs. la
clorofilina antes de la BrdU se obtiene una buena tincién
diferencial similar a la del grupo control.

2. TIEMPO DE IRRADIACION

La tabla 2, muestra la dosimetria obtenida para el tiempo
teérico estimado y para otro aleatorio, donde apartir de ambos
tiempos se obtuvo el tiempo real de irradiaciédn para lograr 1
Gy de irradiacién, el cual correspondio a 25 seg. )
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TABLA 13 CALIDAD DEZ TINCION DIFERENCIAL DE LAMINILLAS‘OBTENIQAS

A 0.5 45 -HRS F’REINYECClON DE. CLOROFILINA
“BUENA REGULAR | MAL
s . - )
0.0 10,0
I N e 22, 0.
58,0 28, o

TABLA 2 TIEMPO DE EXPOSICION EN EL VICK-RAD Y LECTURAS DE
DOSIMETROS TERMULUMINISCENTES.

TIEMPO DOSIS/GRUPO
(seq) (ks Gys)
[+] 0,0
23 0,90+0,05
25 1.07%0.11
3z 1.22%0,11

N=5 RATONES POR GRUPO.
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3. EFECTO DE LA CLOROFILINA

La  tabla 3 muestra el efecto que tiene la clorofilina
sobre la ‘induccién de ICH, donde se puede observar que . la
clorofilina administrada a dosis de 100, S0 y 10 ug/g de peso
corporal, no indujo ICH comparados con los controles, ya. que
no se encontré significatividad,

La figura 18 muestra el efecto de las diferentes dosis de
clorofilina sobre la induccidén de ICH, donde se puede observar

mas claramente que la clorofilina no tiene . ‘efecto’ -

significativo sobre la induccién de ICH, comparados con el
control.

TABLA 3 EFECTO DE LA CLGROFILINA SOBRE LA INDUCCION .OE ICH,
VARIACION EN EL IM Y TGP.

EXP] GRUPO DOSIS CLOROFI ICH/CEL, IM TGP
(1g/g) X t s Xt s Xt s
| | conTRGL 6.0 372120, 26| 35.23%3,29] 12.08%0, 31
CLOROFI| 1000 3.63%0.14| 38.00:2.64]*%10.9520,56
CONTROL G.0 3753%0,12( A1,08:1,99| 12,11%0.18
2 | crLoroF1] 100.0 3.29:+0.22] 42.66%3.38]|*% 9.53+0.25
CONTROL 6.0 3.8430.13| 44.63%3.09| 12.09%0.18
1 1 crLororr 50.0 3,39£0.09| 44.0816.29]*% 9,37:0,62
CONTROL 6.0 3.4020.17| 36.63:2,55] 12.27%0.03
2 | cLoroFI 50,0 3.7420.11]| 36.09:2.27]|*10.06:0.25
CONTROL 0.0 3.44:0.13( 44,.63+3.09 12,09x0,18
1 | croroFr 10.0 3,45%0,23| 41.40£3.49]%10.43+0,12
CONTROL 5.0 3.4020. 17| 36.6372.55( 12,27%0,03
2 | cLororFr 10.0 3.77:0.26] 38.2421.97]|%10.12%0.14

N:4 RATONES POR GRUPO
* P<0.05 PRUEBA DE ANDEVA SEGUIDA DE TUKEY.
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En la’ misma tabla 3, se. muestra ‘el efecto  de 15_
clorofilina sobre el IM para las dosis de 100, §0, 'y 10ﬁg/g,
observandose que ninguna de las dosis presenté efecto:sobre el
IM, 'ya. que. los valores obtenidos no son -significativos
comparados con el control. : .

Finalmente esta misma tabla 3, muestra el -efecto de 1la
clorofilina sobre el TGP, donde se observa que -las dosis de
100, -50..y 10 ug/g de clorofilina si presentan un efecto
significativo comparadeos con 1los controles, acelerando el
tiempo de divisién-celular aproximadamente 2 hrs.

4. EFECTO DE LA CLOROFILINA VS. RADIACION GAMMA
4.1j Induccién de ICH

‘La tabla 4 muestra los datos individuales del efecto de
la clorofilina sobre la induccién de ICH, causado por 1 Gy de
radiacién gamma para las tres dosis empleadas con su
respectiva repeticlén, observandose poca variabilidad entre
ratones del mismo grupo y entre experimentes la cual no fue
significativa.

Estas tablas Gnicamente se anexan para observar el
comportamiento individual por grupo, ya que los datos que se
toman en cuenta para nuestros objetivos son los promedios por
grupo, siendo las comparaciones de significatividad mas
representativas, por ser una mayor N (nGmero de ratones).

La figura 19 muestra la dosis-respuesta de la clorofilina
al ser administrada antes de la irradiacién y sin irradiacieén,
observandose que la dosis baja de clorofilina (loOpg/g), con
irradiacién, presentan una mayor induccién de ICH y conforme
se aumenta la dosis de clorofilina (hasta 100ug/g), la

‘respuesta se asemeja més a la de la clorofilina sola, lo cual
nos indica un comportamiento radioprotector de la clorofilina
sobre 1la induccién de ICH, dosis-dependiente.
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TABLA- 4 DATOS INDIVIDUALES DEL EFECTO DE LA CLOROFILINA
PARA LAS TRES DOSIS EMPLEADAS (100, 50 Y 10 uc/c)
SOBRE LA INDUCCION DE ICH, POR 1.0 Gv DE RADIACION

GAMMA.
DOSIS 100ug/g S0ug/g loug/g9
GRUPO EXP EXP EXP EXP EXP EXP
1 2 1 2 1 2
1CH/CEL| ICH/CEL|ICH/CEL|ICH/CEL|ICH/CEL| 1CH/CEL
3.46 ENCY 3.56 3.56 3.586 3.56
*2,93 3.40 3.56 3.16 3.56 3.16
CONTROL | 5 2¢ 3.67 3.36 3.46 3.36 3.46
3.60 3.30 3.43 3.30 3.43
ERCE] 3,03 3.30 3,70 3,13 3.50
3.76 3.17 3.33 3.76 3.43 3.96
CLOROF 1.
3.66 3.50 3. 46 3.63 3.63 4.03
3.70 3.47 3.46 3.90 3.63 3.60

¥I,10 [F4.66 | ¥3.43 |#4.80 | ¥4.43 |¥4.80
*4.20 |*a.37 [*a.s6 |*ta.s3 l*4.86 [*4.93
JRRADIA.lug 20 [#s.13 |[*a.03 {*4.80 [+4.03 [+4.80
*5.40 |*4.13

3. 40 3,87 3.86 (*4.53 (%4.73 (*4.83
3.30 3.46 3.43 3.80 [*4.43 |*4.60
CLO-1RRA
3.1¢ 3.57 [*4.20 (*4.36 |*4.03 |%4,63
3.50 (*4.07 [*a,16 3.46 1%3.43

* P<0.05 PRUEBA DE ANDEVA SEGUIDA DE TUKEY,
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La tabla 5 muestra el comportamiento de la clorofilina vs
radiacidn para las tres diferentes dosis de clorofilina en
promedios por grupo con su respectiva repeticién, encontrando
poca variabilidad entre experimentos (repeticiones), la cual
no fue significativa, lo gque indica gque nuestros resultados
son reproducibles.

La tabla 6 muestra los promedios globales por grupo, en
donde se observa qgue el grupe control presenté 3.41:0.18
ICH/cel, en el grupo irradiado se indujo un intercambio mias
4.49%0.34 ICH/cel. {el «cual resultd ser significativo
comparado con el control) Y en el grupo que se le administrd
la clorofilina e irradiaciébn se encontré 3.54:0.27 ICH/cel, lo
cual no fue significativo comparado con el control., Esto
indica que la dosis de 100pg/g de clorofilina administrada a
los ratones, protegié a las células de la médula ésea de la
induccién de ICH causados por 1.0 Gy de radiacién gamma.

Para la dosis de 50ug/g de clorefilina, se obtuvo para el
grupo al que se le administré la clorofilina e irradiacién de
3.9720,37 ICH/cel., los cuales comparados con el control no
resultaron significativos, aunque se observa gue se pierde el
efecto radioprotector. Esto indica que la dosis de 50ug/g de
clorofilina aGn protege a las células de la médula ésea de la
induccién de ICH causados por 1.0 Gy de radiacién gamma (Tabla
6).

Finalmente para la dosis de 10pg/g de c<lorofilina, se
encontré un valor para el grupo al gue se le administré
clorofilina e irradiacidén de 4.52%¢0.24 ICH/cel., el cual
resulto ser significativo comparado con el control. Esto
indica que la dosis de 10ug/g Ya no protege a las células de
la médula &sea de la induccién de ICH, causados por 1.0 Gy de
radiacién gamma (Tabla 6).
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TABLA 5 EFECTO DE LA CLOROFILINA SOBRE LA ~INDUCCION DE
INTERCAMBIOS ENTRE  CROMATIDAS HERMANAS - (ICH), POR
RADIACION GAMMA,

EXPERIMENTO |GRUPO CLOROFILINA |RADIACION 1CH/CEL
(r9/9) (Gy) Xts

CONTROL 5.0 6,00 3.21%06.26

. CLOROFI. 100.0 0.00 3.63:0.14

IRRADIA. 0.0 1.07 *4.22$0.12

CLO-IRRAD.| 100.0 1.07 3.3410.14

CONTROL 5.0 6.0 3.8370.12

2 CLOROFI, 100.0 0.00 3.29%0.22

IRRADIA. 0.0 1.07 *4,5520. 42

CLO-IRRAD,| 100.0 1,07 3.7420, 27

CONTROL 5.0 6,00 3.4350.13

1 CLOROFI, 50.0 0.00 3.39:0.08

IRRADIA, 0.0 1.07 *4, 4420, 41

CLO-IRRAD.| -50.0 1.07 3.91:0,35

CONTROL 0.0 0.00 3,40%0.17

2 CLOROFI, 50.0 0.00 3.74%0.00

- IRRADIA, 0.0 1.07 +4,8420.07

CLO-IRRAD. 50,0 1.07 2,03:0.49

CONTROL 0.0 5,60 3.84:0.13

4 CLOROFI, 10.0 0.00 3.45:0.23

i IRRADIA, 0.0 1.07 *4,44%0. 41

CLO-IRRAD. 10.0 1.07 *3.4120.28

CONTROL CAC) 5,00 3.4050,17

2 CLOROFI. 10.0 0,00 3.77%0.26

IRRADIA. 0.0 1.07 *4,84%0,07

CLO-IRRAD, 10.0 1.07 +4,6820.12

H='4 RATONES PR GRUPO
* P<0.05 PRUEBA DE ANDEVA SEGUIDA DE TUKEY,
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TABLA 6 PROMEDIOS GLOBALES DEL EFECTO DE LAS DIFERENTES OOSIS DE
CLOROFILINA SOBRE 1A INDUCCION DE INTERCAMBIOS ENTRE
CROMATIDAS HERMANAS, CAUSADOS POR RADIACION GAMMA,

GRUPO 4 |CLOROFILINA RADIACION ICH/CEL
(ug/9) (SY) x s
CONTROL 1s 0.0 0.0 3.4120.18
CLOROFI. 8 100.0 .00 3.46:0.23
CLOROFI. a 50.0 0.00 3.5620.20
CLOROFI. 8 10.0 0.00 3.610.26
IRRADIA. 14 0.0 1,07 *4.4920,34
CLO-IRRAD. 8 100.0 1.07 3,54%0.27
CLO-IRRAD. 8 50.0 1.07 3.9710.37
CLO-IRRAD. 7 10.0 1.07 *4,5220.24

*

P<0,05 PRUEBA DE ANDEVA SEGUIDA DE TUKEY.

Estos resultados se pueden apreciar mejor en la Fig. 20,
donde se observan los valores promedios de los ICH/cel., para
cada grupo con su respectiva desviacién estandar.

La Figura 21 muestra la frecuencia acumulativa de células
con respecto al nimero de ICH/cel., donde se puede hacer un
andlisis mas cuantitativo del efecto de la clorofilina y
radiacién per se sobre la induccién de ICH, ya que se aprecia
claramente que la curva del grupo control y el tratado con
clorofilina 100 pg/g se comportan practicamente de la misma
forma, en contraste con el irradiado la cual se desplaza hacia
frecuencias mi&s altas de ICH. De esta forma el 50% de las
células del grupo control y tratado con clorofilina 100ug/q,
tienen una frecuencia de ICH de 2.75 ICH/cel o menos, mientras
gque para el irradiado corresponden 3.75 ICH/cel o menos, lo
cual indica gque la radiacién 7y aumenta la frecuencia de un
ICH/cel. més del valor control.
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De igual forma al grupo, que se le administré la dosis de
100ug/g de clorofilina mids irradiacién también el 50% de las
células tienen 2.75 ICH/cel. o menos lo cual indica que esta
dosis protege de la induccién de ICH, ya que presenté un
comportamiento similar al del grupo control y clorofilina
sola..

La Figura 22 muestra 1la diferencia gradual en la
eficiencia de diferentes dosis de clorofilina para proteger a
las células contra el dafio radicinducido capaz de generar ICH,
donde la curva del grupo tratado con 100ug/g de clorofilina
sigue como ya se mencions, el mismo comportamiento que el
grupo control, es decir que también el 50% de las poblacién
tiene 2.75 ICH/cel. o menos. :

con el tratamiento de 50uq9/g de clorofilina la curva
muestra un comportamiento semejante a la del control, aunque
ligeramente desplazada hacia valores mids altos de ICH, es
decir que el 50% de la poblacién célular tiene una frecuencia
de 3.25 ICH/cel o menos, esta diferencia no es significativa
con respecto al control.

La curva del grupo tratado con 10ug/g de clorofilina
muestra un comportamiento mas parecido al del grupo irradiado,
en esta se aprecia gque el 50% de la poblacién tiene 3.9
ICH/cel y gque un 70% de las células de la poblacién total
presentaron mas de 4 ICH/cel, la cual resulta muy diferente
con respecto al control. Ademids, se observa que para este
grupc menos del 25% de células tuvieron 2.75 ICH o menos,
mientras que el grupo control lo present6 para el 50%. En este
mismo grupo se encontraron células hasta con 11 ICH, al igual
que en el irradiado, mientras que para el control el maximo
fue de 7 ICH/cel.

Finalmente en base a los resultados antes descritos
podemos decir que entre las dosis de 100 y 50ug/g se encuentra
la dosis minima que protege en un cien porciento de eficiencia
la induccibén de ICH, y entre las dosis de S0 y 10ug/g la dosis
minima capaz de proteger a las células del efecto
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radioinducido sobre ICH.

La figura 23 muestra la distribucién de 1las fre¢uenciask
de ICH/cel. de las poblaciones celulares de mé&dula ésea para:
el grupa control, irradiado y clorofilina-irradiado,-de 100,.
50 y 1loug/g, la cual se comporta como una distribucién. del
tipo Poisson.

4.,2) Efecto Sobre el IM

La tabla 7 muestra los resultados obtenidos por individuo
del efecto sobre el IM de las tres dosis de clorofilina
enpleadas (100, 50 y 10 upg/g), vs radiacién, donde se puede
observar poca variabilidad individual y entre experimentos, la
cual no fué significativa.

La tabla 8 muestra también los datos individuales del
efecto sobre el IM, de dos dosis de clorofilina empleadas
adicionalmente (5 y 1 ug/g), con las cuales se trabajaron
otras condiciones (sin BrdU y con ratones mayores de 2 meses),
observandose poca variabilidad entre individuos y entre
experimentos, la cual no fué significativa. Cabe aclarar que
este experimento Gnicamente se elaborsd como complemento y para
ver si aGn persistia la proteccién para este parametro.

Al igual gue la tabla 4, los datos individuales solo se
anexan para observar el comportamiento individual por grupo.

La tabla 9 muestra los promedios por grupo, del efecto de
la clorofilina, para las dosis de 100, 50 y 10ug/g, con su
respectiva repeticién, donde se puede observar que nuestros
resultados son reproducibles ya que no existid una
variabilidad significativa entre experimentos.
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TABLA 7 DATOS INDIVIDUALES DEL EFECTO DE LA CLOROFILINA
PARA LAS TRES DOSIS EMPLEADAS (100, 50 Y 10 #c/c)
SOBRE LA DISMINUCION DEL M CAUSADO POR 1.0 Gv OE
RADIACION GAMMA,

DOSIS 100ug/q s0ug/g loug/g

EXP EXP EXP EXP EXP EXP
1 2 1 2 1 2
METAFA/|METAFA/ {METAFA/ | METAFA/ |METAFA/ |METAFA/
1000 C. {1000 C. {1000 C.]1000 C€.J1000 C.{1000 C.
42.37 38.44 47.15 38.84 47,15 38.384

36.07 | 41.03 | 43.86 | 37.73 | 43.86 | 37.73
CONTROL | 36,73 | 43.22 | 46.93 { 37.00 | 46.93 | 37.00
41.7¢ | 41.62 | 40.58 | 32.97 | 40.58 | 32.97
35780 | aa 01 | 4Z.65 | 33,63 | A1.25 | 39.26
CLOROF] | 36-90 | a4.52 | 45,27 | 36.05 | 45.63 | 37.78
34.80 | 43.54 | 48.62 | 39.31 |*37.08 | 40.24
40.50 | 37.66 {*35.75 [ 34.37 | 41.65 | 35.70
¥35.76 |¥28. 48 [¥37.56 |¥IE. 94 |¥37.50 [¥28.94
+25.30 |*28.98 |%34.73 |*28.80 |*34.73 |*28.80
IRRADIA a7, 26 |*a1.52 |+38.17 |*24.28 |+38.17 |*24.e3
*27.30 |*32.04 *25.51 +25.51

GRUPO

41.66 40.19 40.84 37.81 49.75 40.77
41.00 46.67 47.57 35.09 44.01 41.58

CLO-1IRR.

39.90 43.00 45.23 41.78 {*50.66 43.72

37.60 {%*36.99 40.80 39.36 42.30 41,98

* P<0.05 PRUEBA DE ANDEVA SEGUIDA DE TUKEY.
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TABLA B8 DATOS INDIVIDUALES ODEL EFECTO DE LA CLOROFILINA
PARA LAS DOSIS DE 5 Y 1 ue/G, SOBRE LA DISMINUCION
DEL M CAUSADO POR 1.0 Gv DE RADIACION GAMMA.

DOSIS sug/g 1lug/g
GRUPO EXP 1 EXP 1

IM (MET/1000 CEL) (MET/1000 CEL)
34.86 34.86
30.64 30.64
CONTROL 33.89 33.89
’ 33.07 33.07
34,32 33.01
1 cLorori. 31.8s 17.37
EX s . 34.70 30,35
: 35.48 34.99
A ¥724.56 ¥ 2456
T * 27.06 * 27.06
IRRADIA. * 27,19 * 27,19
* 28,03 * 28,03
DS * 727,87 * 28,91
< S Co- IRRAD. * 26,70 * 28.28
R 30,81 * 29,96
* 23,21 * 28,19

* P<0,05 PRUEBA DE ANDEVA SEGUIDA DE TUKEY.

75



TABLA- 9 EFECTO DE LA CLOROFILINA SOBRE LA DISMINUCION DEL
INDICE MITOTICO (IM), POR RADIACION GAMMA.

EXPERIMENTQ |{GRUPO CLOROFILINA |RADIACION |MET/1000CEL
(ng/g) {cy) X ts

CONTROL 0.0 0.0 39.23:3.29

1 CLOROFI. 100.0 0.0 38.00t2,64
IRRADIA, .0 1.0 *27,40%1,82
CLO~IRRAD. 100.0 1.0 39.81+1.86

CONTROL 0.0 C.0 41.08%1.99

2 CLOROFI, 100.0 0.0 42,66+3,38
IRRADIA, 0.0 1.0 *30,25+1.78
CLO~IRRAD. 100.0 1.0 40,21+2,47

CONTROL 0.0 0.0 44.63%3.09

1 CLOROFX, 50.0 0.0 44,08+6,29
XRRADIA, 0.0 1.0 *36,80*1,82
CLO-IRRAD. 50.0 1.0 43,61%3,36

COHTROL 0.0 0.0 36.63*2,55

2 CLOROFI. 50,0 0.0 36.,09:2,27
IRRADIA, 0,0 1.0 *27.03%+2,13
CLO-IRRAD. 50.0 1.0 38.51*2.80

CONTROL 0.0 0.0 44,63%3,09

1 CLOROFI1, 10.0 0.0 41,40+3, 49
IRRADIA, 0.0 1.0 *36.80%1,82
CLO-IRRAD. 10.0 1,0 46,6824.14

CONTROL 0.0 0.0 36.63%£2.55

2 CLOROFI. 10.0 0.0 38.2421,97
IRRADIA, 0.0 1.0 %27.0322,13
CLO~IRRAD. 10.0 1.0 42,01+1,24

N=4 RATONES POR GRUPO

* P<0.0S PRUEBA DE ANDEVA, SEGUIDA DE TUKEY,
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La tabla 10 muestra los resultados globales obtenidos por
grupos del efecto de la clorofilina sobre la disminuclién del
IM, causado por la radiacién, donde se observa gque el IM para
el grupc control fue de 40.239*3.36 met/1000 cel. y para los
irradiados de 30.37:3.91 met./1000 cel., lo cual resulté
significativo. A los grupos que se les administré clorofilina
a dosis de 100, 50 y 10ug/g e irradiacién, se encontraron
valores de 40.12:1.86, 41.0623.65 y 44.34%3.53 met/1000 cel.
respectivamente, los cuales no fueron significativos. Por 1lo
tanto las dosis de 100, 50 y 10ug/g de peso protegen a las
células de la médula S6sea de la disminucién del IM causado por
la radiacién.

TABLA 10 PROMEDIOS GLOBALES DEL EFECTO DE LA CLOROFILINA SOBRE
EL INDICE MITOTICO, POR 1.0 Gy DE RADIACION GAMMA.

GRUPO N CLOROFILINA RADIACION IM
(eg/g) (6y) X ts
CONTROL 16 0.0 0.0 40,39%3,36
CLOROFI. 8 100.0 0.0 40,32%3,51
CLOROFI. 2 50.0 0.0 40, 0825,72
CLOROFI., 8 10.0 0.0 39.82:2,92
IRRADIA. 15 0.0 1.0 *30,37+3.91
CLO~IRRAD 8 100.0 1.0 40,12+1,86
_CLO-IRRAD 8 50.0 1.0 A41.06%3, 69
rCLO-IRRAD 8 10.0 1.0 44,34%3,53

* P<0.05 PRUEBA DE ANDEVA SEGUIDA DE TUKEY.
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La tabla 11 muestra los promedios globales del efecto de
la clorefilina, para 1las dosis de 5 y. 1ug/g sobre 1la
disminucién del IM, causado por la radiacién, con ratones a
los cuales no se les administrd BrdU y mayores de dos meses,
donde al igual que la tabla anterior los valores obtenidos
para el grupo irradiado (26.7121.29), resultaron
significativos comparados con los controles (33.11:1.56). Por
otra parte 1los valores para los grupos tratados con
clorofilina 5 y 1lug/g e irradiacién (27.0522.70 y 28,.83:0.71
respectivamente)}, resultaron significativos comparados con los
controles. Por lo tanto las dosis de 5 y 1 upg/g de peso
corporal de clorofilina, administrada a ratones sin BrdU vy
mayores de dos meses, ho protege a las células de la médula
6sea de ratén de la disminucién del IM causado por la
radiacién, cabe aclarar que este experimento sélo se realizo
una vez.

TABLA 11 PROMEDIOS GLOBALES DEL EFECTO DE LA CLOROFILINA SOBRE
EL INDICE MITOTICO, POR 1.0 Gy DE RADIACION GAMMA.

GRUPO x| CLOROFILINA | RADIACION ™
(1g/g) (Gy) X ts

CONTROL 8 0.0 0.0 33.11x1,.56

F‘CLOROFI. 4 5.0 Q.0 34.08%1.35
CLOROFI. 4 1.0 0.0 33.93£2.57
IRRADIA. 8 0.0 0.0 %26.7121.29
CLO-IRRAD.| & 5.0 0.0 #27,0522.70
CLo-IRRAD.| & 1.0 0.0 %28.83:0.71

* P<0.05 PRUEBA DE ANDEVA SEGUIDA DE TUKEY.
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4.3) Efecto Sobre el TGP

La tabla 12 muestra el comportamiento individual del
efecto de la clorofilina, para las dosis de 100, 50 y 10ug/g,
sobre el TGP, por 1.0 Gy de radiacidn gamma, observindose poca
variabilidad individual y entre experimentos, la cual no fue
significativa.

Estas tablas al iqual gque las 4, 7 y 8 Gnicamente se
anexan para anidlizar el comportamiento individual por grupo.

La tabla 12 muestra los promedios por grupo obtenidos del
efecto de la clorofilina para las dosis de 100, 50 y 10ug/g,
sobre el TGP, por radiacién gamma, donde se puede observar que
los resultados son reproducibles ya que no existié
variabilidad significativa entre experimentos.
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TABLA 12 DATOS

INDIVIDUALES OEL EFECTO DE LA CLOROFILINA° PARA

LAS TRES DOSIS EMPLEADAS (100, 50 Y 10ec/c), SOBRE EL
TGP, CAUSADQ POR 1.0 Gy DE RADIACION GAMMA.
DOSIS iooug/g Soug/g 10ug/q
EXP EXP EXP EXP EXP EXP
GRUPO 1 2 1 2 1 2
TGP TGP TGP TGP TGP TGP
{Hrs) (Hrs) {Hrs) {Hrs) {Hrs) {HBrs)
12,06 | 12.02 | 11.94 | 12.24 | 11.94 | 12.24
12.31 | 12.39 | 12.14 | 12,26 | 12.14 | 12.26
CONTROL 11.88 | 12.03 | 11.96 | 12,24 | 11.96 | 12.24
12.02 | 12.32 | 12,32 | 12.32 | 12.32
*10.53 |* 9.27 [* 9.73 [¥10,15 (¥10,39 |[* 9.94
*11,04 |* 9.85 |* 9,14 {* 9,95 {¥10,30 |*10.27
CLOROF 1 . i
11,61 |* 9.60 [* 8,62 |* 9,77 |*10.58 |*10.09
*10.24 |* 9.41 {*10.01 |*10,36 [*10.48 |*10.19
1,84 | 12.70 | 12.74 [¥12.99 | 12,78 {*12.99
12,08 { 12.81 | 12,58 | 12,58 { 12,58 | 12,58
IRRADIA. 12,08 | 12.59 |*10.86 |*13,02 |*10.86 |*13,02
12,18 | 12.77
¥10.68 [*10.69 [*10.69 |*11.61 |* 9.33 [¥10.97
*+11,41 |{*10.71 |* 9,83 |*11,72 |*10.73 {*10.76
CLO-1RRAD
*10.96 [¥10.27 |*10.01 |*11,18 {*10.97 {*10.51
*10.81 {(*10.79 |*10.66 [*11.65 {*10.19

* P<0.05 PRUEBA DE ANDEVA SEGUIDA DE TUKEY,
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TABLA 13 EFECTO DE LA CLOROFILINA SOBRE - EL -TGP. CAUSADO. POR
RADIACION GAMMA,

EXPERIMENTO | GRUPO CLOROFILINA |RADIACION TGP
(1g/g) (6y) xts
CONTROL 0.0 0.0 12,08%0.21
1 CLOROFIX. 100.90 0.0 *10,.95:0.56
IRRADIA. 0.0 1.0 12.04:0.14
CLO-IRRAD 100.0 1.0 *10.96:0.31
CONTROL 0.0 0.0 12,.11:0,.18
2 CLOROFI. 100.0 0.0 * 9,53:0,25
IRRADIA. 0.0 1,0 12,71%0,09
CLO-IRRAD 100.0 1.0 *10,6120,23
CONTROL 0.0 0.0 12,09%0.18
1 CLOROFI, 50.0 0.0 * 9.37:0.62
IRRADIA. 0.0 1.0 12.06*1,04
CLO-IRRAD 50.0 1.0 *310,30%0,44
CONTROL 0.0 0.0 12.27:20.03
2 CLOROFI. 50.0 0.0 *10,06:0,25
IRRADIA. 0.0 2.0 12.86%0,24
CLO-IRRAD 50.0 1.0 *11,54:0,25
CONTROL 0.0 0.0 12,0920,18
1 CLOROFI, 10.0 0.0 *10,43:0,.12
IRRADIA, .0 1.0 12,06%1,04
CLO=-IRRAD 10.0 1.0 *10,31:0,72
CONTROL 0.0 0.0 12.27:0.03
2 CLOROFI. 10.0 c.0 *10,12%0,14
IRRADIA. 0.0 1.0 12,86%0.24
CLO-IRRAD 10.0 1.0 *10,75:0.23
N=4 RATONES PO GRUPO

* P<0.05 PRUEBA DE ANDEVA SEGUIDA DE TUKEY.
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La tabla 14 muestra los promedios globales de los grupos,
del efecto sobre el TGP para las dosis de 100, 50 y 10ug/g de
clorofilina vs radiacién, de donde no se pudo apreciar efecto
radioprotector de la clorofilina ya gue ésta acelera el tiempo
de divisién celular significativamente comparade con 1los
controles de 12.15:0.08 hrs. de los controles a alrededor de
10.07:0.25 hrs. en los tratados con clorofilina. Este
pardmetro no se tomé en cuenta, para determinar el efecto
radioprotector, ya el efecto de la clorofilina encubriria el
de la radiacién. Ademas de que la radiacién retardo el TGP
pero no significativamente.

TABLA 14 PROMEDIOS GLOBALES DE EL EFECTO DE LA CLOROFILINA
SOBRE EL TIEMPO GENERACIONAL PROMEDIO (TGP),  POR
RADIACION CAMMA.

GRUPO N CLOROFILINA RADIACION T G P
_{ug/9) (5Y) x+ts
CONTROL 15 c.0 0.0 12.1520,08
CLOROFI, 8 100.0 0.0 *10,24t0,71
CLOROFI. 8 50.0 0.0 * 9,7120.34
CLOROFI. B 10.0 3 0.0 *10,27+0.15
IRRADIA. 14 0,0 1.0 12,690,192
CLO-IRRAD. 8 100.0 1.0 *10.78t0.17
CLO-IRRAD, 3 50.0 . 1.0 *10,9210.62
CLO~IRRAD. 7 10.0 - s 1.»0 *10,5320,22

*

P<0.05 PRUEBA DE ANDEVA SEGUIDA DE TUKEY.
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5} cComparacién del efecto de 1la clorofilina sobre la
induccién de ICH y la modificacién del IM, por radiacidén gamma
Y el efecto de la clorofilina sobre el TGP.

La induccién de ICH después de la radiacidén, resultd ser
significativa respecto al control, sin embargo, esta induccién
se protegié con el tratamiento de clorofilina (100ug/g), al
administrarla 4.5 hrs. antes de irradiar, ya que se protegié
el 100% a las células de 1la induccion de ICH. La dosis de
S0ug/g aun protege a las células pero sdlo un 51.86% y la
dosis de 10ug/g ya no protege a las células.

con respecto al IM, la radiacién disminuydé la divisién
celular significativamente. La administracién de la
clorofilina para las tres dosis empleadas (100, 50, y 10ug/g)
protege hasta un 100% a las células de la disminucién del IM,
causado por 1la radiacién. Y las dosis de 5 y 1 ug/g de
clorofilina ya no protegieron a las células de la disminucién
del IM causada por la radiacién.

Por lo que la clorofilina es capaz de proteger a las
células del mecanismo o mecanismos de dafio producidos por la
radiacién, que inducen ICH y disminuyen el IM.

Sin embargo la clorofilina acelera el TGP aproximadamente
2 hrs., por 1lo que no se puede determinar su efecto
radioprotector.
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Y1 DISCUSION DE RESULTADOS
1DETERMINACIAN DE LA .CLOROFILINA.

Aplicando protocolos previamente establecidos para 1la
determinacién de ICH, por medio de la tincién diferencial de
las cromitidas hermanas (Morales-Ramirez, 1980 y 1983), no se
logré una buena tincién diferencial a los ratones que se les
aplius clorafilina 0.5 hrs. antes de la aplicacién de Brdu
(Tabla No.l1), observandose también la presencia de algunas
metafases con tres tonos. Por lo que bas&ndonos en el
principio de la tincién diferencial en tres tonos se supuso
que existia un impedimento para gque la BrdU se absorbiera
normalmente cuando la concentracién de clorofilina era alta
cuasando el efecto de adsorcién a bajas dosis de BrdU y
después de que la clorofilina se absorbia casi totalmente, 1la
BrdU se podia absorber mas rapidamente, provocando el efecto
de dosis alta, Lo que produjdé metafases en tres tonos.

A partir de lo anteriormente expuesto, las posibles
explicaciones a este suceso son: a)que tal vez existia una
competencia en la cavidad peritoneal por los sitios de
absorcién entre BrdU y la clororilina, b)yue la competencia de
absorcién fuera a nivel celular.

Por lo gque se determiné la cinética de absorcién de la
clorofilina para establecer el tiempo en el <cual 1la
interferencia entre la BrdU y clorofilina se redujera al
maximo. La figura 2 qmuestra el comportamiento de la
clorofilina en la cavidad peritoneal y en 1la sangre,
encontrandose que a las 4.5 hrs., la clorofilina ya habia sido
absorbida casi totalmente de cavidad peritoneal y se
encontraba la mayor concentracién en sangre, por lc gue este
fué el tiempo seleccionado para modificar el protocolo. Los
resultados obtenidos confirman que existia una competencia en
la cavidad peritoneal por los sitios de absorcién entre la
BrdU y la clorofilina (tabla 1), al observar que el grupo al
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cual se le Hinyecté “la clorofilina 4.5 hrs. "antes de 1la
inyeccién de BrdU presentd una buena tincién diferencial.

2,TIEMPO DE IRRADIACION

El tiempo real de irradiacién en el Vick-Rad “Co,
empleadsd, fué de 25 seqg., Al realizar el promedioc de la
dosimetria proporcionada por el ININ se obtuvé 1.07 Gy, 1lo
cual result6é ser lo esperado aproximadamente.

3. EFECTO DE LA CLOROFILINA

La clorofilina administrada a dosis de 100, 50 y 1l0ug/g
de peso corporal a los ratones, no indujo ICH, ya que no hubo
efecto significativoe comparado con el control, lo dque
concuerda con el hecho de que los ratones no presentaron
signos de toxicidad. Ong et al. (1986) y Zimmering et al.
(1990), tampoco han encontradé toxicidad de la clorofilina en
Salmonella y D. melanogaster. Por otra parte La clorofilina
tampoco presentd ningGn efecto sobre el IM, lo cual concuerda
con autores como Ong, et al. (1986), ya que no encontraron
inhibicién en el crecimiento celular por la clorofilina.

Ho se ha encontrado relacién entre la inducién de ICH, el
retardo mitético y la variacién del TGP, causados por
radiacién (Morales-Ramirez, 1984), esto concuerda con nuestros
resultados ya gque la respuesta a la radiacién de estos tres
parédmetros fué independiente y distinta para cada uno de
ellos, al igual que la respuesta de radioproteccién cuande se
les administré clorofilina. Por una parte la dosis alta de
clorofilina (100ug), fué la Gnica que protegié en un 100% a
las células de la induccién de ICH causados por radiacién. Sin
embargo las tres dosis empleadas de clorofilina (100, 50 y
10ug/g), fueron capaces de proteger en un 100% la disminucién

85



del IM causado por la radiacién. Y finalmente las tres dosis
de' clorofilina empleadas (100, 50, y 10ug/g), aceleraron el
tiempo-de: divisién celular. Estas tres respuestas distintas,
confirman que . no. existe ninguna relacién directa sobre el
~efecto de la radiacién en los tres pardmetros determinados.

Al haber acelerado la clorofilina el TGP, descarta la
posibilidad de que el mecanismo antimutagénico de la
clorofilina sea retrasando el tiempo de divisién celular, pero
abre la posibilidad de que al acelerarlo, tal vez son méis
rapidamente sustituidas las células maduras ﬁur las
primordiales, ya que se ha reportado que la aceleracién del
tiempo de divisién puede ser un factor importante en los
mecanismos antimutagenos (Selman,1983).

Por otra parte, tal vez el tiempo gque se acelera la
divisién celular, no tiene nada que ver con el mecanismo
radioprotector de la clorofilina. Adem&s de que es importante
conocer el mecanismo por el cual la clorofilina acelera 1la
divisién celular y el mecanismo por el cual radioprotege, para
poder relacionarlos.

4. EFECTO DE LA CLOROFILINA-VS RADIACION GAMMA'. . -

4.1 INDUCCION DE ICH

Se ha demostrado gue la radiacién gamma induce ICH, desde
dosis muy bajas a dosis altas (Goto, et al.,1975; Abramovsky
et. al.,1978; Hafez y Elnabi, 1986 y Morales-Ranmirez, et
al.,1984). En este trabajo se observé que la radiacién induce
un ICH méds por metafase, y aunque la induccidn no fué tan alta
(hasta 3 ICH), como en otros trabajos (Morales-Ramirez et
al.,1984), pero si fué constante, reproducible y significativa
como lo muestran las tablas 5 y 6. :

En 1los grupos control Yy clorofilina (100ug/gr) la
distribucién de  frecuencias se ajusta a .la.de tipo Poisson
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para el grupo irradiado la curva se desplaza hacia ‘frecuencias
mayores hasta de 10 y 11 ICH/cel., resultando significativo al
realizar la prueba de x? (Fig. 23). Para el grupo clorofilina
la distribucién se ajusta a la de tipo Poisson similar a 1la
del grupo control (no significativo), 1lo cual indica que 1la
clorofilina no tiene efecto sobre la distribucién de ICH. En
el grupo clorofilina-irradiado (100gpg/g), la distribucién de
frecuencias también se ajusta a la de tipo Poisson, pero no
perfectamente, lo cual indica el efecto de la radiaciédn que 1la
clorofilina no pudo proteger (Fig. 23).

Se ha reportado la inhibicién de sustancias formadoras de
radicales libres; como la hidroxilamina, hidrazina e
isceniazida, por la cisteina, lo gue sugieren gue la propiedad
reductora de 1la cistefna inhibe 1la actividad de estos
radjcales libres y super-oxidos. El hecho de que la cisteina
reduzca los ICH inducidos por estas sustancias, permite
infererir guz los radicales 1libres y peréxidos estan
involocrados directamente en la induccién de ICH (Speit, et
al.,1980).

La clorofilina demostréd ser capaz de proteger a las
células hasta un 100% de los ICH radioinducides con la dosis
de 100ug/g (Tabla &), lo cual indica que los ICH son causados
por efecto indirecto de 1la radiacién, tal vez por 1la
produccién de radicales libres. A partir de gue la induccién
de ICH se origine por 1la produccidn: de radicales libres
generados con la radiacién, entonces tal vez el mecanismo de
radioproteccién de la clorofilina seca por la captura de estos
radicales 1libres, 1o cual concuerda con Bronzetti et al.
{1988), que proponen la captura de radicales libres como el
mecanismo antimutdgenico de la clorofilina, Este mecanismo de
proteccién ya ha sido propuesto para la cisteamina en 1la
induccién de ICH por radiacién, encontrando una proteccién
hasta del 100% (Mendiola-Cruz y Morales-Ramirez, 1989).

Si la clerofilina captura los radicales libres formados
por la radiacién, entonces ésta evita la formacién de aductos
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y en general lesiones en el ADN que producen ICH.

El efecto radioprotector de 1la clorofilina sobre la
induccién de ICH resulté ser dosis-dependiente ya que la dosis
de 1001g/g protegié el 100%, la dosis de 50ug/g, solamente el
51,86% y la dosis de 10 pg/g ya no protegié a las células de
la induccién de ICH causados por la radiacién  (Figura .22).

4.2. EFECTO SOBRE EL IM

El IM mide la capacidad reproductora y constituye un.
indice confiable de la radiosensibilidad celular.

Al exponer ‘a las células a 1 Gy de radiacién, el IM se
disminuyé. significativamente comparado con los controles, lo
cual sugiere que existe una disminucién en el nGmero de
células en divisién de aproximadamente 75.19%, esto
concuerda con Morales-Ramirez, et al. (1983), ya gue tambien
encontraron una disminucién en el IM causada por la radiacién.

En este trabajo encontramos que la clorofilina puede
proteger a las células del efecto de la radiacidn sobre la
proliferacién celular, ya que las dosis empleadas de
clorofilina (100, 50 y 10pg/g), presentaron un comportamiento
similar a los contreoles en cuanto al IM (Tabla 10). Las dosis
de 5 Yy 1lug/qg ya no protegen a las células del efecto causado
por la radiacién sobre el IM, para ratones a los que no se les
administro BrdU y mayores de 2 meses (Tabla 11).

Con respecto a este paramétro existe controversia ya que
por un lado Piatra et al. (1987) y Vargroesen et al. (1962),
encontraron en células de Hamsters chino y en humanos
respectivamente, que se pusde proteger a las células de la
muerte celular inducida por radiacién. sin embargo, Eker y
Phil (1964), reportaron que no se pucde evitar el dafio celular
radioinducido que provoca muerte celular. Mendiola-Cruz y
Morales-Ramirez (1987), reportan que la disminucién del IM
causado por radiacién in vivo es un efecto directo y que por
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lo tanto no puede haber radioproteccién.

Se puede inferir en nuestros resultados gque la muerte
celular ocurrida por efecto de la radiacién no se manifesté
severamente, lo que puede estar vrelacionado con 1la baja
induccién de ICH y el no significativo aumento en el TGP.
Otros autores (Morales-Ramirez,1984), han encontrado con 1la
misma dosis de radiacidén una induccién de hasta tres
intercambios m&s por célula, una mayor disminucién en el IM y
un aumento significativo del TGP. Esto probablemente se debe a
las condiciones de experimentacién, especificamente de
irradiacién.

A pesar de gue los tres parémetros agul determinados son
eventos citogenéticos y pueden estar relacionados, cada uno de
ellos indica diferentes aspectos celulares y no se puede
establecer una comparacién directa.

4.3 EFECTO SOBRE EL TGP

El efecto radioprotector de la clorofilina para el TGP no
se pudo determinar ya que la clorofilina acelera el tiempo de
divisién celular aproximadamente 2 hrs., lo cual resultd
significativo comparade con el control, y pGr otra parte
aunque la radiacién retardé el tiempo de divisién celular,
este no fue significativo (0.54 hrs.), respecto al control. Si
nosotros midieramos esto, no estariamos hablando de proteccién
sino de una compensacidn.

La discusién sobre las posibles causas y efectos de este
parametro se llevo acabo anteriormente.
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5. 'COMPARACION DEL EFECTO DE LA CLOROFILINA SOBRE LA INDUCCION
DE ‘ICH Y LA MODIFICACION DEL IM, POR RADIACION GAMMA, ADEMAS
DEL EFECTO DE LA CLOROFILINA SOBRE EL TGP.

Respecto a la comparacién de) efecto de la radiacién gamma
para los tres parémetros, es evidente que cada uno de ellos
sufre modificaciones, ya que se observé induccién de ICH,
dismipucidn del IM y poco retraso del TGP (no significativo).

Analizando el efecto de la clorofilina sobre estos eventos
se encontré gque la induccidén de ICH y la disminucién del IM,
fueron inhibidos en un 100% por 1la clorofilina, al ser
administrada 4.5 hrs., antes de irradiarse y que el mecanismo
probablemente fué por captura de radicales libres. Que la
clorofilina acelera 2 hrs. la divisién celular, mientras gue
la radiacién retarda tunicamente 0.54 hrs. hrs. 1la divisién
celular ) por lo que no se puede determinar una
radioproteccién.

Dado que la ftnica dosis de clorofilina que proteqgi6 el
100% la induccidn de los ICH fue la de 100ug/g, que las tres
dosis de «clorofilina (100, S0 y 10ug/g), protegieron 1la
disminucién del IM en un 100%, Yy que las tres dosis de
clorofilina (100, 50 y 10ug/g), aceleraron el tiempo de
divisién celular, sugiere que dichos eventos ocurren de manera
independiente y gue no hay correlacién entre la modificacién
de los tres pardmetros.

La induccién de ICH y la disminucidn del IM, constituyeron
una respuesta clara del efecto de 1la radiacién gamma, a
diferencia de la respuesta de la radiacién sobre el TGP.

6., EFECTOS COLATERALES DE LA CLOROFILINA
La clorofilina no presentd efectos téxices, ya que los

organismos a los que se les administré tuvieron una apariencia
semejante a la de 1los controles.
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Respecto a la respuesta citotéxica, 1la clorofilina
acelerd el tiempo de divisién celular de la mé&dula Ssea en los
ratones. Otros Autores como Ong et al. (1986), Zimmering, et
al. (1990}, han reportado nulo efecto citotéxico de 1la
clorofilina. Pero cabe resaltar que las condicjiones
experimentales son determinantes para poder comparar
resultados, ya que el tipo celular, el tipo de organismos, las
concentraciomes empleadas, la temperatura, el pK, el pH, 1la
concentracién de oxigeno, la realizacién del experimento in
vivo o in vitro etc., influyen directamente sobre el tipo de
respuesta.

El Gnico trabajo que precede a este es el realizado por
Zimmering et al. (1990), en el cual observaron radiproteccién
de la clorofilina sobre la induccidén de mutaciones en las alas
de D. melanogaster (prueba de SMART), resultando ser la primera
evidencia del efecto radioprotector de 1la clorofilina.

Nuestro trabajo representa la primera evidencia del efecto
radioprotector probado en mamiferos Iin vivo (células de médula
6sea de ratén), sobre la induccién de ICH y reduccién del IM
causado por 1la radiacién. Las aportaciones al estudio de
la clorofilina de este trabajo son:

-Le confiere ademds de antimutdgeno, la propiedad de
radioprotector a la clorofilina.

-Reafirma la radioproteccién de la clorofilina.

-Se encuerntra radioproteccién también en mamiferos, no solo en
moscas.

-Aporta evidencias mds directas sobre el posible mecanismo de
radioproteccién de 1la clorofilina.
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vio CDCLUS‘\IDNE‘Sk‘V CDMEI‘NI’N‘R'IOS

Por vZVLo tanto 'se puede considerar bajo nuestras condiciones
trabaji_: las: siguientes conclusiones:

La clorofilina protege a las células de la induccién de ICH
causados por radiacién gamma, en forma dosis-dependiente.

La inducci6n de ICH y la disminuciébn del IM, causados por
radiacién es provecado por via indirecta.

El mecanismo de formacidén de ICH y disminucién del IM es
probablemente via radicales libres, por lo que el mecanismo
de accién de 1la radioproteccidn de la clorofilina es
probablemente por captura de radicales libres. o

La clorefilina per se acelera el TGP, pero pero .no tiene
efecto sobre la induccién de ICH, ni sobre el IM.

Dado que la dosis de clorofilina que protege -la. induccién
de ICH y el IM, son diferentes, indica que no existe
relacién entre el dafo inductor de ICH -y -el- -retardo
mitético.
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