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RESUMEN

La ‘mitpmiqiﬁa'q “(Mme ‘es. un antibiético ‘que se. considera un

derivada déi ) ‘ﬁldjl etiléhahina,‘: pasee p%dﬁiédédés

antibacter;anas nt;L morales, se le cnnsidera un patenta 1ndu:tur

de hermanas : como

intercamhio de :rcmétidas : prntutxpn de

(1CH)

"Debldu .a _que las

‘radiacianes

respﬁésta " adaptativa ' (RR) -se . han ﬂ

1onizanies, estimandase el daRo célﬁlar .pbr médic de: bgrrécibhés':

cromosamicas. El presente trabajo, ~ . .se realx b

vitro* utilizando cultivos de linfacltos humanns estimulados can las‘

siguientes dosis adaptativas de MMC 2| 5 1@ 2@ ng/ml desaf;adas con -

200 . y 400 ng/ml & dos diferentes tiempns d ccntacto que fueran

cuatro y una hora respectivamente del mismu agen ,‘se avaluﬂ el dann

celular por medio del numero de ICH, ya que e ICH o5 un eficxente

indicador de dafn genotcxiCQ Y sen mu;hn mas frecuentes‘»qug }as

aberraciones cromosémicas en 'un,inté}valo"que varia de‘D.7 a 200,

veras.

tos resul tadas, mostraron que,“ no o hubay ,diféreh@s}s

estadisticamente significativas para la',qosis de~ 5

comparadas con sus problemas (dosis adaptativaé‘mas dosi

para la dosis de reto de 200 ng/ml para émhosh'donadéreS‘yfaéra la”,

dosis de reto de 480 ng/ml tampuco hubo diferencias Estadxs
significativas para las tres dosis adaptativas con ‘sus prabnemas para

ambhos donadores.

pe 1o anterior conciuimns que la MMC ees  un agente . capaxn de

inducir R.A y las Jdosis mAs eficaces fuerén 5 ¥y 10 ng/ml sin tener



ninguna influencia la concentracién y tiempo de contactn del

antibidtico.
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INTRODUCCION

€l antibidtico mitomicina C (MMC)} fue inicialmente aislado
de Streptomyces caespjtosus en 1954 y se considera como un
derivado del uretano y la etilanamina, presenta una e%tructura
policiclica con grupos altamente reactivas, la cual se encuentra
esquematizada en la figura 1. Posee propiedades antitumorales y
antibacterianas debido a su interaccidn con el DNA, a la vez que
actéia como agente alquilante bifuncional. La MMC inhibe
saelectivamente la sintesis de DNA, pero no afecta la sintesis de
RNA y pratelnas. Reich y col. preopusieron que 1la HMMC actda a
través da la escicidén de fibras de DNA y de ese modo previene la
replicacitin. ta despolimerizacién de DNA y 1la acumulacion de
fragmentos acido solubles implica el sistema de reparacidn de DNA
polimerasa como pogsible blanco de la actividad de la actividad de
la mitomicina C (&1).

Posteriormente se confirmd que este aatiblétlco es un
inhibidor espacifico de la slntesis de DMA v se propuso que su
accian quimica se debe a sus propiedades alquilantes. Iyer y
Szibalsky sugirieron que la accibn primaria de la mitomicina C es
por entrecruzamiento entre el antibidtico y la molécula de DNA,
produciendo pasteriormente como accidn secundaria la degradacidn
del DNA (B,18). Sin embargo, el entrecruzamiento solamente se
realiza después de la reduccidn de la molécula de mitamicipa C a
derivados de hidroguinona - reductasa dependiente de NADPH (fig.

2)(5%) .



Fig. 1. Estructura quimica de la Mitomicina C.
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ta- aqtlvacién reductiva del antibidtico MHC. nr‘ndg:e
intermediarius . reactivos con la capacidad para producir
entrech?amienté entre hebras complementarias de DNA; tales
entrecfuéamiéntas s2 - consideran las lesiones responsables. de la
citﬁtokléidéd.ﬁrqducida por dicho agente. En tejidos humanos solo una
ter:era vﬁarte del’ DNA muestra entrecruzamiento con el antibiotico -
(37). La’ fnrma:ibn de dicha alteracién se correlaciona con la muerte
celular debi¢q .alla fdxficultad para la separacion de las fibras
hefmanés"dél'bNh &ufénte la repli:aciﬁn. En resumen, la toxicidad
puede expl.u:arse por ‘la fnrmaciﬂm de un agente alquilante bifuncional

e antre:ruza con &1 DNA, como se muestra en

tatalmente redu:idu‘ que

la fig.yz. En presencia de oxigena, el radical semiquinona formado

después }dé, la: educcian de un ele:trén, puede transferir este

eiectéﬁn al ux genu para generar ‘el anidn superdxidn y regenerar la
qu;poné nxxdad;. La, datgcqion de supérdxidn y radicales hidréxilo
desﬁueé'ﬁé"iﬁ.#adugéiSQ‘dé‘ﬂHC en - presencia de oxigeno coincide con
el mecanismo. de r;a:é;ﬁn indi;ad;. Una variedad de estudios han
demnstra&o_~qga NAQPH—:itD:romc C reductasa vy xantina oxidasa son

capaces de activgk la MMC en presancia o ausencia de oxigeno (29,54).
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EFECTOS CXTGGENET[CDS PRODUCIDOS POR LA MMC

1.-Aberraciones cromosémicas

Las'abefraciohes~ cromosémicas son alteraciones en la estructura
a 'gnigl‘ndhéﬁa de‘,cramﬁsnhas, y sen inducidas peor diversos agentes
cond '}néimutégegus tisicos (ejemplo, las radiaciones ionizantes) y
qd;micasij?ejemplu,'lns égentes‘ alquilantes). E1 . tipo de aberracion
depehdérauQE_lé:elapa'de! cielo celular en que incida el mutdgeno asi
como dei",tipn* dg agente mutagénico empleado. Las radiaciones
iahizan{ES' pdedeh‘inducir rupturas, tantp en la . cadena como en las
bases dal DVA y s0n efectivas en todas las atapas del CLEIn celular-

sin' embargn, si el efectn =) produ:e— en’ la fase G1 . se prgsentan

ab-rracinnes de‘tipa cr: mnsdmx:n & 51 el dano es en la fase G2 las

la r"ll“ﬂ::,"‘4:.¢mmt:a'_s('.ya'n»~ estudius en’

diversos tipns dE aberraciones :ramusﬂmicas. sistema la

frecuencia de’ aberr¢c15nes no se afe:ta pcr vananxd, cambioq de pH’ o
temparatura (38,31,75). E! tratamienio‘ de leu;uc;tus- humanos en la-
fase GO, BG1 o 8 también hHa prnducidé aberraciones cromosdmicas
similares a las detectadas en Vi;ia faba. El rompimiento de
cromosomas causado por la MMC  se. ha aﬁribuido A la unidn de fibras
compiementarias de DNA pér enlace; covalentes (31). En Vicia faba las”
aberraciones cromosédmicas inducidas pof MMC se localizan caomunmente

en las regiones heterocromaticas, gon una  frecuencia maxima de



rompimiento en los cromosomas submetacéntricos. En linfocitos humanos
se demostrd que la MMC induce preferencialmente brechas, rupturas y
rearreglas en las constricclones secundarias de los cromosamas Ly 16
y piarjticularmente en el cromosoma ? (8,35). Los resultados anteriores
indicah: que la heterocromatina, es un -sitio esenﬁial para- la
produccidn de aberraclcnes :rumat&dicas 1nducidas por’ e ¥ ccincide

con la;nbservacibn de que 105 -rampimientns se localizan en regiones

ricas en . guanlna—:itasina (G- C). Euiﬁte ademé5 un estudico comparativo

entre varin

:ual reve)ﬂ que el BmA de todas las aberracinnes se localirzan en las

regiones hetero:rnmatidxcas (36)

’ Las :nnfigura:iones cuadrirradlales constituyen un buen modelo
para ‘el estudig de abgrracicnes cromosémicas inducidas per la MMC. En
este modelo la distribu:iﬁn.de los sitios donde se presentan las
aberraciones se ha correlacionado con los patrones de bandeo; asi
Morad y colaboradores encontraron que los intercambios coinciden con
las béndas C en_ preparaciones con quinacrina, y determinaron que lag
constricciones secundarias de los cromosomas 1,9 y 16 son los mas

involucradas (36,583).



2.- Intercambio de Cromstidas Hermanas

El © intercambio  de cromatidas “hermanas -~ (ICH) ,rgfléja .un

intekcamh;u_ de segmentos ‘simetricas’ y"éduiVélehtes ‘las

cromatidas de-un . mismo cramosoma. La diferencia:ién

hermanas'sev‘reali’d ini:ialhentevﬁnr'Tayln :olaboradnres en‘1957,

qulenes usarnn 1a incorpora:xdn de tlmidin‘ tr Hdt3) seguida'

por auturradiografxa para demostrar la distrihucian semx:onservatxva
del DNA. entre las cromatidas hermanas (67).

Actualmente ‘g2 han desarrnlladu dxversus matodos . para ohservar
el !éH;iqﬁg bés;;amente consisten  en in:nrporar bromodesoxiuridina
(Brdu) en‘iugar' de Xa timidina ep el DNA.’af permitir dos ciclos de

repli:acién sucesivas y finalmente aplicar una tincidn fluorescente o

bien ;u;ar una tin:ién permanante que' incluye un  colorante

fluarescéﬁte” y Biem Posterinrmente Kato vy Perry determinarén gue

el !CH puade ser inducida con alta efi:iencia por agentes alquilantes.

¥ también»por :iertus :ulurantes unidus allDNA {Tabla 1.)(27). €1

factur cumdn de estus y_»ntrns agentes que elevan la. frecuencia del
ICH es una ac:ion directa sabra el DNA, ya sea pnr alteracianes en la

replx:acibn o an la estru:tura,‘do de pre ul iblemente se involu:ra la

ruptura’'y reunién del DNA;rsin‘embarga, se connce pacn acerca de la

base. molecular de este ﬁroceso (é)i Pcr 1o anteriormente mencxonado
los ICH se consideran indicadores muy. sensibles ﬁel dann produc.\do en
los cromosomas por agentEs quimicos.

En relacién a la MMC se ha éspeculado'que la alquiia:ién en la
posicion orto 6 de la guanina puede ‘ser una de !as‘principalesﬁ
lesiones, vy también se bha sugerido 1la hipatésis‘Alterna de que el

entrecruzamiento DNA-proteinss puede  ser la lesidn fundgmental.'De



acuerdo a -lo anterior, gn vcélu!as 'de patientes con xeroderma

pigmentosum se ubserva la’ mxsma respuesta que En ceélulas normales. en

cuanto a cxtntuxicidad y abe cramusamicaS, mientras que en

célulag - de pacientes- de FancnnL'sqn mids susceptibles a

ambos eventos, defic;éntes‘ en lal:reparaéiQn‘dé

17, 45).

tanto

los ICH “se han reélv umerosos -estudio "in viva

vitro", ‘conh . . una’’ gran 'vshiéda¢rlde sustancias. 'y " en

condiciones, cuyos resultadds - indican - que él -iCH;es

indicador de dado §enotéxl:a. Por 1o que se réfierg ﬁ\

la MMC, independientemente de las cuﬁdiclnnes dé culti ‘las: ICH sun,

mds frecuentes que las aherracinnes crumnsomi:as en un intervalo que

varia de 0.7 a 200 veces (25, 26, 35, 44).




Tabla 1. Ejemplos)de mutagenos: que ‘inducen ICH

Tipo'de Agentes..

Ejemplos

Alquiié tes
Cularanteé:rJ_
Bases Analogas:
Irradiaciﬁw
virus’

- Miscelaneos

Etilmetanosulfato

wmitomicina C

Daunorobicina
Bromodesoxiuridina
Brdu~luz ultravioleta o
timidina tritiada :
8V-40

Acetaldehido




3.- Respuesta Adaptativa
8e conoce como 'rEEpuestA adaptativa (R.AY a 1la resistencia
celular creada contra di@ersus agentes mutagénicos. La induccion de

la respuesta ocurre cuandn Ias . ce¢lulas se expunen a con:entra:ionei

bajas da las agentes ,que‘ lesiunan al 1o .que

v,

prgvoca mayuf
actividad -en un sistema de y
disminucien  en- el

pnsteriormehte ,a.:on:entraEin

MNNG y' ;sp fracuen:ia no -se in:rementﬁ duranLe

‘experimenta e! :ual se prolonga de 4 a7 dias. Tamhxén observardn que
esta resistencia no se presentaba cuando 1a slnte51s de proteinas era
inhibidé por el clcranfenxcol por. lo. que dl prin:ipin sa prapusn que
una proteina era la responsable de la! reparacian del DNA cuando se
producian lesiones mutagénicas (2)

Dtrg estudio en microorganismos mostré que uwna. cena de Viboig

chaolerae expuesto a dosis bhajas de furq:olidana por un periodo entre

& a &0 minutos, las becterias fueron 100% mas resistentes al efecto
letal d2 una dosis de reto, o sea una dosis subsecuente casi 100
-

veces mayor, en relacidn a cultivos control no expuestos & las dosis

Aadaptativas. Es invastigancy anes también pusieron de manifiesto gue



la| Respuesta Adaptativa es dependiénte at tiemﬁn'de ékpusicidn pués

la [mdnima respuesta se abserva entre los 15 y 3@ minutas (56). Dentrn,

de | este mismo contexto se ha lugrada determinar q‘ - ademas de las

ba;terias algunas atras especies presentan respuesta adaptativa como
es| el caso también del wvirus ‘BV—4E‘en el ,:ual se’ . ha- en:nntrada
prgteccion  contra la - toxieicidad y .mutagenicidad | de ‘agentes
mefilantes. Estudiu# postersores han 'mustradn ia'pfesen:ié de un
sigtema similar en células de mamiferns. A; :antinuacién se. rasuman

algunas investigaciones que indican la adaptacion de 'células da

mamiferos. incluyendo al- humann_ frente‘ ar agentes_ équ;lantes Y

ra(ia:iunes. En 1984 Olivieri y cal. fueran los prime' en:demostrar

que  un pretratamiento crdnico de linfn:itus humano éﬁn‘fimidina

tritiada .hace a las células menos - susceptibles iﬁdh:cidn de

abgrraciones cromosomicas por subsecuente dusis de desafiu de rayos

X.| Resultados similares fueron encnntradns il zandu los mismos
. aggntes solo variandu .laS‘ condiciones dE"AQapt;ciQn y desafiu por
Sarkar;narayanan y. . €ol.(1989) y Vijayalgxmi‘y‘éh;kaét (1990). Samson
Y |Schwartz también dembstrarén"que .un preﬁfa&amientn con  MNNG
Drtddﬁia ‘una disminucién  en la f(ecﬁeﬁéla: defICH :asi como también
reducia la mdrtélidad':éluiar ﬁaﬁu resaltaﬁu dé 1a accién posterior

de los agentes metilantes N-metil-N Nitrc—N—nitrcsoguanidxna a N—

mélil N-nltrosourea (NNU) sobre células uvaricas ‘en hamster chino.

Sobre ‘un sistema de prueba princxpalmente empleando

lirfu;;tas humanos se ha determxnado que la 'respuesta adaptativa

hacié‘Xas rad;acinnes ianizantes p' du:xrse pqr dosis muy baJas

el cicla gelular, aunque al

de rayué X (0.0t Gy) durante 1a fase

parecer esta ' misma respuesta e .presenta cudndo 1as.celulas estan en




otras etapaﬁ del cicla éelular. No‘nhstdnta‘ :uandu los‘linfocttns
fueron 1rradiadn5 con una’ dusis de B Ul a B ms Gy de rayos X antes de

ser estimuladus pnr fituhemaglutxnina en sm seguida de. una dosis d9v

reto  de 1.9 Gy (150 rad) no prese taron” la 'raspuesta, en’ tantu que

las células en B sometidas mismas dus;s si’ la presentaran

manifesténduse cam una disminucidn de lns rump;mxentns crnmatidicos.

entu en metafases .de 3a. divisidn

1a _respuesta adaptativa que es

A’__la;s'ra.dia:iones jonizantes como

hat d@termlnado genéticamente

respuesta adaptativa no se

'mlsma substancia como dosis

tumanos adaptados a dosis bajas

ociios
menos:fbﬁpimientns tuando son desafiados con
’ eﬁ ratones de la cepa C57BL inicialmente

de' rayos X (dosis adaptativa),
‘los linfocitos del baso en farma periddica
‘(1 3 7 19 Y. 26 dias) y se trataron con MMC-a una concentracién de 1@-
7 M, lus resultadcs mnstraran una d;sminu:xan en la produccion del

ICH cnmparado con 1as testigas (70). Vin:uladn con lo anterior esta

un euperimentq "in vitra" efectuado _pbr'wnmle— y col. en el que

12



informan de ' una. resistencia: crqza‘da entre MMC y la luz ultravicletasz
presentandose 'ﬁna disminucion en las' lesiones. cromatidicas =

isocromatidicas.



TABLA2

ANTECEﬁENTES ACERCA DELA RESPUESTA ADAPTATIVA

T'O CELULAR | AGENTE ESTIMULANTE | AGENTE DE RETO ; OBSERVACION RESUI.TADOS
i+ . coll MNNG MNNG MUTACIONES POSITIVO
2.- Vibrio cholera FURAZOLIDINA FURAZOLIDINA MUTACIONES “POSITIVO
3.- Linfocites humanos | RAYOS X RAYOS X ABERRACIONES CROMCSOMICAS 1’OS[TIVO
4.- Linfocitos humanos | BLEOMICINA BLEOMICINA ABERRACIONES CROMOSOMICAS I’bsmvo
RAYOS X POSITIVO
5.- Linfocitos humanos | TIMIDINA TRITIADA RAYOS X ABERRACIONES CROMOSOMICAS POSITIVO
NEGATIVO
HETEROGENICO
(25% POSITIVO)
e.- FIBROBLASTO MNNG MNU MICRONUCLEOS NEGATIVO
7.- Linfocitos humanos { MNNG MNNG ICH POSITIVO
MMC NEGATIVO
ENU NEGATIVO
8.- Linfocitos humanos | RAYOS X MMC ICH NEGATIVO




Ohjetivos



OGBJETIVOS

1.~ Establecer la ‘qenuéoxicidad dét)é :mitomiqihé C en cu}t;Qas de

linfocitos " humanos. ' mediante . el analisis” de. la :frequencia del

ermanas.

intercambio de cromatidas. h

. capaz’ de inducir ‘una respuestd

2.~ Determinar’ '
. ;

RUMaNDS ;

adaptativéf &n como

tﬁnsidéraqda ‘parametro de

evalucién el intercambio de cramdtidas”

3= Dgtarminar la impartan:ia.dg,las dosis éstimﬁiantes Y la‘de reto.



Hipotesis



H1IPFPOTESIS

Al exponer cultivos de lipfocitos humanos a dosis bajas de Mitamicina
C (dosis de gdapta:iﬂn) Yy pnsteﬁicrmente a dosis mayores (dosis de
reto), se observara un%‘disminucibn en <1 dafo celular ffrecuencia de
ICH) en :ompara:ibql con cultivos de linfocitos que soblo fueron
éxpgéstus a Laidasis de reto. '

Esta . fepbméﬁnﬁbﬁrdhaﬁlementg se establezea debido a 1la

estimilacian de mecaniémqé de Febara:ién del DNA.




Material vy Métodos



HHT&RIAL v METODOS

Curva Daosis- Res;:uesta !

cultlvo de linfocitcs tratadns‘"in ,_viti"o" con cinco dosis de MAC.:

sangre venonsa usandn una Jeringa

emenino.‘

dio da cultivo.‘

cada 10 ml de

Ab) ] ml, de fitahemaglutinina.

ce) m s ml de sangre total. f

d) 8.3 m1 de medin Mc. ch SA.:

3.- A las 24 hr's.de« :ultivo' . 37-c 4 gféﬁb 45 1 de

brnmodesaxiurid1n1 y se’ volviﬂ a-incuba

Sq_SE ;ncqb@ ‘ﬁ' af37

boten :eluiar.;



.~ Se-hizo la fijacion y se agregd una mexcla recién preparada de

metanol-~adcido acético 311.‘ ’ ‘ S

b~ Se dejo rapnsar 15" » se cencrifugﬂ y se elimind-el subrenadante.
l!l. Preparaciﬁn de 1aminillaﬁ .

1.~ Be desengrasarén los purtanbjetns que perﬁadecie (]

11ave y se secad en la e:tufa a&a °c pnr

S~ Laé‘. la:ﬁin‘i‘llas s sumerg»ierbr. ern un vaso de Cdplin cantenxer;do

',soluCLOn Sullﬂa‘CLtlatﬂ aor “n' & 60 °C.

6.f Se lave con, agua da la llave y se secd a 60 °C por 157
- _Se - nfd ‘tan colorznte ce 3iemsa a3l 2 % en amortiguador de -

Sorensen & pH 6.8,

V. Observacién de laminillas:
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1.~ S8 analizaron 30 mitosis de sequnda divisidn por cada dc;sis
para establecer la frecuencia de ICH.
2.~ 82 analizaron 1000 células para determinar el Indice mitético
3.— Se analizaron 100 células (la, 2a vy Ja. divisidn) para
determinar la proliferacién celular.
RESPUESTA ADAPTATIVA INDUCIDA CON MITOMICINA C (fIG. 3).
Cultivo de linfocitos humanos tratados con tres dosis bajas y una
de reto de 200 ng/ ml de MMC (Experimento 1}.

1. Siembra:
1.— Se oabtuvieron 10 ml de sangre venosa usando una jeringa
heparinizada de dos donadores del sexo femenino con edades de 25
y 26 aRas.
2.- Be prepard la cantidad necesaria de frascos de cultive
estériles, para tener cuatro series de frascos de cultivo. Cada
uno contenla las siguientes sustancias:

a) 0.3 ml de solucién estéril de bicarbonato de sodio al 4%
par cada 10 ml de medio de cultiva.

b) 0.5 ml de fitohemaglutinina.

c) 0.5 ml de sangre total.

d) 8.5 ml de medio Mc. Coy 5A.
3.~ Para cada gerie se efectud un cultivo por  duplicado,
corraspondiendo el primero para observar el comportamiento de la
respuesta adaptativa, el segqunde para el testigo dé,. lé dosis de
reto, 1 tercero para los testigos de las dosis es(‘;kéglantevy,lva

cuarta para el testigo negativo.

El cultivo en que se observd la respuesta ada;@tatwa.tuvu una -
preincubacion de 45 hrs a I7°C, una vez que ;cnncl'uyqbl"'egta sé -
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adicigné las dosis adaptativas © estimulantes (5 10 Y 20 ng/m!) y se

continud la incubacmn a .'57 oc por 24 hrs. ’;

" de-medio. M. Cny

con. Bicarbonato, y se” agité par: - mper el bntﬁn :elular—.‘

c) Se l:entr':.fugo 1@ a'laml rpm y'se eliminé el subrenadante.

5.— Se las :élulas En—_q‘ ‘ml._'der medin Me.- l:ny:

:nntenxendu b;carhunato Y fitohemaglutinina. Se agregé 45 1. de_ 5=

Brumndesoxiuridina (I.B ng/ml).y.:. se dejcb a:tuar 4B hnras a 37°C.

el tiempo de incuba:xdn se agregd lZl 2

ng/ml,
11
e cultive A tubos de

2.- . se centrif a4 ‘sobrenadante y se’

resuspendiﬁ el butdn celula

3.- Se in:ubﬁ 20' a 37
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A.—- Se centrifugd, se elimind el. sobrenadante .y  se resuspendid el

‘botdn celular. [ o o “ 

.8i~ Se hizo 1a fijacién agregande Qna

metanol-dcido acético 3:1.

6. Se dejd reposar 15{'
7.~ Se agregd - nueva .fifado

eliminé el sobrenad

e resuspendio can pxpeté Pésteur Yy & dejo caer dos

ﬁéyd stancia aproximada de 20 cm.

gotés.sopre,el poE apbi

3.~ ge secd ei® madurar - las laminillas dos dias a

témperafura]émbievi

V.. Tincisn

de- Hoescht 33258

2.~ 8& lava' con iiave-y se secd-a 68 °C por 157

3.~ 'Se agregs 3’ .las laminillas  unas gotas de buffer citrato-fosfato
pH 7.a,‘$g cql&cq uﬁ-cubrgéhjeios‘y se expuso.a la luz.negra por ae°.
4.~ Se- lavé.can aéué'daVia llave y se secéd en la estufa a &0 °C por

15°.
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5.- Las laminillas se sumergiercon en un vaso de Coplin conteniendo
,una solucidn salipa-citrato por 20° a 60 °C.

4.~ Se lavd con agua de la llave y se sece a &@ *C por 15°

7.- G§e tifé con colorante de Giemsa al 2% en amortigﬁaqor de Sprensen
pH 6.8, . R ' '

v. Dbservacibn de laminillas: S L

1.~ s@. ubservarén SD mitusis de - segunda diQisién por"ﬁasis,para,

'r 1a fre:uencxa de ICH.

"2.— SE observarén 1BDB télulas para. determina( 'ndice mitaticn.

3. Se nbservardn 100 células (la, 2a, v Sa divisibn) para detarminar

la prclLfera:xén celular.

Cultivn de linfacitos humanos tF tado res>‘qusis bajas y

una de reto NMC {400 nglml). Expsrimantn 2.

Lta unica diferencia de | este experimentn con el | anterior, se

refiere a que en este caso se utilizb una dosis de reto de 400 ng/ml,

€on un tiempo de exposicidén de una hara.

En @1 resto de los pasos se procedid de igual manera que en el

experimento 1.




x4

8-

0 69 70 117w

P B H
o 70 173

Fig.3. Protocolo seguido en el presente estudio de respuesta adaptativa.

1 a 4 = Experimento j:(Dosis estimulante de MMC:5.,1G y 20 ng/ml;dosis de desa-
£{o: 200 ng/mil por 4n).

4 a 8 = Experimento 2 (Dosis estimulante de MMC:5,10 y 20 ng/ml;dosis de desa-
£{o: 400/ng ml por lh).

P= Fitohemaglutinina S= Dosis estimulante C=Dosis de desaf{o B'Bromodesoxiuri

dina H=cosecha.
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'R ESULTADOS
.,EFEETU DE LA’ NITDMIDINA C.
A cuntinuacxﬁn se descr;hen los resultadas aobtenidos ‘en este traha;u.

El primer aspe:tc a analizar fue el :umpartamientu de 1a mitomiecina .C

(NNC) sohre ‘las linfncitns humanos,; estas resultadns se presentan en
1a 'tabla ndmeru 3 ‘en yla: que pndemns nbservar -los parémetrcs

utilizadaé que fueron las intercamhxus de crométidas hermanas (ICH),

:‘xndxce mitaticn (ln) M _el indica de’ replicacian (IR), ‘el cual nos

permite’ estimar la velocidad de . 1a,proliferaci6n celular. También

‘ﬁudémos obéervar que. las dosis utilizadaé fueron de B, 50, 75, 100,

lﬁﬂbyb 320 ng/ml. En la misma tabla observamné que &l valor promedio
%ue de 7.3 ot ©.42 para el testigd.negatXQD Y éue_di:ho valor aumenta
prnpnrciunaimente con el incremento de las dosis. Para ?5 ng/ﬁl se
presentb un incremento de 2.5 veces en relacién al testign negatlvc Y
ya para la vltima dosis ta MMC aumento la frecuencia' “de ICH’ mé; de_
cuatro veces estab!e:ieqdosé una relacion dosis depéndieﬁte coﬁ‘lg
coﬁcentracibn de la MMC. E1 - analisis de Xi cuadrada fue usa&% hafa
analizar la variacioén interlndividuél para cada  dosis de HNE;‘LE,
corralacion probada muestra que las frecuen:xas.de 1cH au;entanx;ﬁéa'
una funcioén lineal de las dosis de MMC (r= 0.921, y= @;Q?42§ +
1.39), “mostrando una‘ diferencia significativa can rélac;hn al
testigo negativo a partir de -la dosis de 75 ng/m]l (p= B.01). En 1la
grafica numero 1 se presentan los resultados con un andlisis de
regresion lineal. En cuanto al IM se observd una disminucion de i i
0.5 indicando que con la dosis de 3@0 ng/ml  la divisidn. celular ze

abate considerablenente provocando alta toxicidad para las células.
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Finalmente el . valor @E, IR .disminﬁydfde {'manera signific#tiva-;un

 *ia”dd5is‘dE 79 ng/ml, al

remento de matafases -en 2a.

nteriores, para el estudio de . la
-‘cdﬁn dosis adaptativas (DA) .
los cuales fueron S, 1@ y 20

&safio (DR)

se seleccionaron dos, una

‘respuesta adaptativa empleando las

dusis anterlures de'rétd{vasi Eomn el ccmﬂnrtamiento de la respuesta

adaptativa entre lns dns dcnadores. €n la tabla nimero 4 se presentan

lns resultados para la dusis de reto de 2008 ng/ml en ambos donadores.

 ;Eh la primera cnlumna“,sg presenta la ‘media de ICH para el

testlgo negativ tigns ‘de las dosis adaptativas, en la sigulerite

e encgeﬂtran ltadns para +el testigo de la dosis de reto y
y dol adnr 1, cnntlnuanda las columnas en el mismo
Alvgplxcar ANOVA. (andlisis de varianza) con.
‘y T ‘def stﬁden{ encon tranos que solo  hubo

llgnivxcatlvas al comparar al testigo negativo con el de

1 testigo deviﬂ ﬂg/ml con el tratamiento de 20 ng/ml mas la

ml para ambos donadores y para la dosis de reto de

Y El de reta {Tabla numero 9), debido a que las frecuwencias de ICH de
Tos cnntrales positives (sélo dosis de reto) tienden a ser altaos
miengras que las dosis  adaptativas na. En  testigos negativos (cdlo

dosis de adaptacidn) la frecuvencia de 1ICH  fue ligeramsnte variable
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para - ambos . tratamientds:y ambos -‘donadores; como en el caso del

reto‘dé: zém ng/ml que muestra para To una

donador. 17 con 1a‘dosis d
: £ )

en’ ambos’ sujetos: s sigue: nnservandc en’ todas las :nn:entracinnes

Vutilizéya ICH ;sﬁn dependxentes de la
| conecantracién disminicion: de 30 a 5B % de 1CH inducida
bser §¢élén,:ult£va5'de - ambos sujetns (Tahla numero-4)

vperadn el.cual s ubtuvo con.la’ sxguiente

s@ ‘encuentran resumidns los resultadus de

esperadn y la ultxma cnlumna presenta lns pnrcentajes de inhibicién

que se qbtuv;eron.‘En la misma tabila SE'PDHE de’ manifiestu que al
:dmpnrar '165 valares de ICH ubsequdus ‘Eﬁn' 108 esherédos, la
diferencia para ambos donadores es notoria ya que el valor ebsarvada
es muy. inferior al esperado. En el ensayo con la dﬁsis de 2008 ng/ml
ta minima inhibicidn fue de 34.98B% para el donador 1 y para el 2 fue
de 34.70Z y 1la maxima fue de 42.264 y 42.09% respectivamente,
mientras que el. ensayo con la dosis. de  retoc de 400  ng/ml el
porcentaje de inhipi:ién minima para el donador 1 fue de 30.22% y
para el donador 2 de 30.70% mientras gue la maxima fue de 53.8% vy
45.902 respectivamente. Esto se observa de forﬁa mis objetiva en la
grafica 2 y - T en las que se comparan por madico.de barras los valores

obtenidos para raca grupo de tratamiantos.,
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Grdfica No.1

IcH

T T T T
50 100 150 200. - - 250 300 Dosis (ngrmi}

Frecuencia de intercambio de croma‘éidés'luermanas producidas
por la mitomicina C en cultivo de linfocitos humanos.
Andligis de regreeidn lineal:s Y=0.0742 x + 11,39

£=0.921
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TABLA 3

FRECUENCIAS DE INTERCAMBIO DE CROMATIDES HERMANAS (ICH)
PRODUCIDAS POR MITOMICINA C EN CULTIVOS DE LINFOCITOS HUMANOS

DosIs | X ICH + e.e. LM. PROLIFERACION CELULAR

ng/ml % 1a 2a 3a LR.
0 73 042 10 19 60 2 202
50 13.0° 0.75 14 27 60 13 1.87
75 185° 059 11 37 62 7 182
100 2.8 1.07 12 39 57 4 1;65"
150 38 097 10 8 5. 4 . 1617
300 313 137 05 3 s |1 “‘1’."56”‘

e Lrrorestandar LM. Indice Mitotico LR Indice de replicacién -
* Dhferencia signifivativa con t de student  p=0.01
** Diferencia significativa con Xi cuadrada p=0.01

Elanilisis de regresién lineal para el LM: y»0.0742 x + 1139
~=0.971




TABLA 4

FRECUENCIAS DEL INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS OBSERVADAS EN
LA RESPUESTA ADAPTATIVA INDUCIDA CON MITOMICINA CEN
EN CULTIVO DE LINFOCITOS HUMANOS

DONADOR 1 DONADOR | 2
ng/ml | ICH + ee | ng/ml |ICH + ee |ng/mi| ICH + ee ng/ml| ICH + ce
To 82" 052 | P00 2016 051 To 673* 042 | P20 1506 099
TS | 8607 060 | P5+200{ 1039 064 | T5 783~ 055 | T5+200 82% - 051
T | 1073 043 | F10+200 109 063 | TIO s76m 065 | PI0+200 E 9.360" 066 7
T2 | 1201 040 | P20+200) 145" 083 | T20 | 1053%" 061 | P20+200] . 11._0{( 061

e.c. = error estandar
" Sigmificativo respecto a su problema (P) despus de aplicar ANOVA con clasificacién dobley T de student.
ASignificativo respecto a Mitomicina ¢ después de aplicar T de student p=0.01

" Significalivo respecto a su lestigo negativo (To) después de aplicar T de student p=0.01




TABLA 5

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

DONADOR 1 DONADORZ
ng/mi ICHte.e. ng/ml ICH t ce. ng/ml { ICH tee| ng/ml ['ICH @ "tee
To | 78 039 | Pwo |1786 104 | To |74 o3| paw |78 o0;
T5 | 800 051 | PS+400 {830 o049 | T5 |77n 54 o0
TI0 | 110" 048 | P10+400 | 1257 066 | 0. |104n )81 P10-
0 | 123 045 | poowaoo | 156 07| 20 |32

e.¢.= Ercor estandar

* Significativo respecto a su problema (p) despues de aplicar ANOVA con clasificacién dobley T deStudent..

Asignificaivo respectn a Mitomicine C después de aplicar T de Student p=0.01

*Significativo respecto a su testigo negativo {To} después de aplicar T de Student p=0.01




TABLA 6

RESPUESTA ADAPTATIVA INDUCIDA POR MITOMICINA C
INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS OBSERVADAS
EN CULTIVO DE LINFOCITOS HUMANOS

DONADOR 1 DONADOR 2 ¢
TRATAMIENTO ICH ce ICH | INHIBICION ICH we ] UEICHT | INHIBICION
ngfml . OBSERVADO ESPERADO % OBSERVAIX? ESPERADO( -0 %
TGO 8.26 052 673 092 :
NIREC 1200) 016 055 15.06 099
MAICLIAS) EST 0.60 78a | 055
MMCDAGD) 10732k 043 : 8768b 065
MM, DLA20) 1L1lab o) 040 B 1053 ab . | 061
MAIC.IA + DR (5 + 200} 10398k Coss. | 2050 4926 . B2a 05t
MMC.DA + DRI+ 200) 10.990b 1063 2263 . 543 - 92ab . 056 .
MMUDA + DRI20 + 200) 145 abk {083 201 3698 1.08b 251
TESTIGO0) 78 v tvemg i T RIS Tiza ) o3
MM (300} XTI BNERV.” SIS [ESE 1 B R - B 091
AMMUDAMS) 50 & B3] R S e i ., 773eb 0.50 -
MACDA(I0) 1o ab 048 10460b 0.8y - : =
MMCDARD) usk o] oS : 131 ab 036
MACA + DR(S + 400} 833a 0.49 1806 538 26 8b 050 171 127
AMMC.DA + DR{LD + 400) 12530b 066 2106 405 1076 ab s |. 198 4590
MMCA + DR (20 + 400) 1563 ab 078 2240 3022 1396 ab 072 200 3030
A= X515 DE ADAPTACION DR~ DOSIS DERETO ¢.e.- ERRORESTANDAR

VALOR DEICH ESPERADO= VALOR OB FENIDO CON 1LA DA ¢+ VALOR OBTENIDO CON LA DR- VALOR DEL TESTIGO
A= SIGNIFICATIVO RESPECTO A MITOMICINA ©

t=SIGNIFICATIVO RESPECTO A SU TESTIIO
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DISCUSION

Recientemente ' han surgido una serie de investigaciones para
demnstfaf si es.ﬁnsible inducir un mecanismo . de reparacidén de DNA y
dg;erminar el tip6 de lesiuﬁes clastogénicas que pudiera afectar. ga
mayoria deleétas se han realizado usando camo ageﬁte estimulante la
radiacién 'y 'estiman - el daﬁp :élular por. medio de aberraciones
cromosdmicas ya éea en bacterias, plantas, linfocitos y fibrnhla#tas
humanos, rizén por la chI se realiza este trabajo con el mutageno
qugmica mitnmicina‘c, y para evaluar el potencial de este antibidtico
coma  inductor de respuesta adaptativa se estimo el dafo celular por
medio de intercaﬁbiu de  cromatidas hermanas que se caonsideran
indicadares extreﬁaqamente ‘sensitivos de cromosomas daRados (67). La
MMC  se considera un dérivada &el uretano y la etilenamima a la vez

B '

que pnsee~prupiedédes"antihacterianas,y antitumorales debido & wu

interaé;idh: cdn el DNA éctuandn como agente alquilante bifuncional

por foAF:uﬁi se le cunsiderq fuerte- 1ndﬁ:tor de ICH y. como prototipo
de’agente glquilénté biorreductivo para uso clinico (54,61).

Los. Esultaduéj mostrados - en la tabla -4 y 5 demuestran la

j,éapdé{d;qi dejlo; 'liqfééiédéﬁ huﬁanos para 1ndu:ir un  mecanismo de
'reparééiﬁq;:brevia‘ exposicion de  MMC .y posterior desafio é dosis
;mayﬁresnrénn:iu que demostramos que se llevd a  caho el proceso
_denuminédq "Respuesta Adaptativa" manifestandose en que no hay gran
difé;éﬁc;a .én el némero de ICH antes .y después del tratamiento.
E}e:{us similares fuerdn observados poar Cairns en 1970 en cultivos de
E. cgl; que san expuestos a dosis bajas de MNNG y desafiados con una

dosis mayor de agentes alquilantes encontrandose una marcada
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diferencia al efecto letal y mutagénico en células adabtadas;
cumparadaq con cnntrales ‘no adaptados (52). P
£l mibmul efecto se ha observado en linfocitos humanos y algunas
bacterias estimuladas <on. radiaciones de bajo nivel y posteriormente
dasafiadps.:un dosais mayores del mismo o diferente agente estimu;ante
en :lés‘que Qe:h% abtenido menor frecuencia de aberraciones que las
Vespérada;' (4,éu;53). En este trabajq los resultados de R.A son
eimilares En:VAﬁbns QOnadores y ambos tratamientos aunque los valores
fueran' ﬁ;gnificétivamente 'deerentes, es decir, gue aunque se
manéjaénn 1;5 'mismas condiciones de cultive y tratamientos los
nﬁmerusydeVICH sun‘va?iables debido a que se ha demostrada que existe
una heterogeneidad entre individuos, ya . que tie;en diferente
sensibilidad ‘al antibiotico y también a que dos tratamientos no
puedeq tener- la misma cantidad de :élulaa (44,37,53). En cuanto a leos
. tr;témiénébs,se encontréd. la mejor R.A con la dosis de desafio de 400
nd/mlfy hna hnra de contgcto:con lsi‘nnc ya que bara ambas donadores

'hubo dxferen:;a significativa cun; ninguna: de las tres dosis

L estimulantes més la dosls de desafia, efé:tu que si se observd con la

dusis de Zﬂl ng/ml en la cual si hubu diferencxa significativa con la
dnsis _estimulante‘ de 23 ng/ml para ambus donadures, por lo cual
pudemos generalx*ar dL:Lendo que ‘en ambos t}atamientos ¥y ambos

'donadures *si]-f pcsible indu:ir . n U UR.A Andeppndlentemente del

tlgmpp’y cuncentra:xﬁn de 1a MMC cnn las linfucitus, obteniendose la
mejérJR.A con laS'dusis estimu)antes da,S y 10 ng/ml. La esencia de
este erndméné»és una preexpcsx:ian preeliminar con una dosis bajav
prACCicaménte no mutagenlca de agentes quimicns 0 radiaciones lo que

provoca una resistencia  significativa ' de las zélulas a la accidn
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desafiante del mismo u utro agente (12, 62). Se ha observado que con

dosis muy altas dal estimulante utxlxzadas coma dosis de

adaptacian " no  hay R.ﬁ;( el caso’ ‘de fibroblastaﬁ Jhumanos

estimuladas can 1 M de MNNG a intervalus

de 12 hrs. -po despues de d95;§ tres hrs.

desatiados, EEEVMNU

La R A se deh istema enzimé‘i:n reparador

en @l cdal las :elulas retienen una meam ria de exposlc&ﬁn manifestada

prDteinas que 'pueden ser :andidatas'

por . la expresxﬁn de’ 'algunas

potenciales para reparar DNA (52,62 69), indxcandn -que.; invulucra la'

induccidn de uno o més genes en respuesta a la expnstcxan de bajng‘

niveles de agentes alquilantes}

En E. _coli se ha mantenida por adfos que la D—b-metilguanina (D—

b&-meB) es la mds 1mpcrtante lesidn pramutagénica 1nducida en

agentes alguilantes y en la reparacion de di:ha lesiﬁvx

de 0-4-maG-DNA-metiltransferasa (1B,L3).

En la R.A participan por lo mEnDs‘ éugtin ﬁeﬁ' El'geh ebé que

actiia como consecuencia de la baJa expnsicién Y. posee ':Lividéd»de

metiltransferasa y de activador transcripci lal o r guladcr de la R.A

par la propia metilacién sobre -la reparacidn de . MEtalfusfotrIEstEr

en el DNA (57,60Q). La én:imé meG—DNA-metxltransferasa es

transportada al aceptor guanina y demetila lus residuas meG inducida

por las dosis de reto (10, ZD 44 46 60).
La 0~&=meG-DNA= metiltransferasa . también repara la 0-4-

También _se han involucrado tres

metilguanina aunque mAsllentamEnte.
geheés mds que actéan en.la R.A .y s?h el gen Alk que induce la 2-
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metiladenina—DNA—gllcasilasa; la' :ual rapara‘la lesiétn citotdrica 3~

metiladenina o bien O—2~metiltiam1na y O—z—metilcitnsina y en baja

proporcidn la N—?: m::;lg 1na (26 21, 39 44 46). Las genes alk B y

Aid hacen .a las>;élu1as‘hés resistentes a la muerte celular pera su

mecanismo - de acc €, coli también contiene

R.A coma son el

necen ‘al a la

E. coli

{Samson y

y qlicusxlasa se ha encontrado en

ejidu fetal humano y células tumorales

1 r‘y‘HCQéndo son  estimuladas se inducen de 20 a

humanas " sin est

L 3000 muiechias ﬁés pol élula}y ge han visto incrementos de 100 veces

o mis los niveles P 0;8 meB;bNA—metiltransfarasa (13,20). Tambien
la D~ 6—alquilguanina S8 ha :unsideradu una lesién de importancia en
células 'y tejidos de mamiferos. En cultivos de células de mamiferos
la D-b-metzlguanina es‘} meli:ada en mutagenesis por agentes
alquilantes .. {12, 4@), es una “evidencia considerable que 1la 0-&~
alqullguanina puede ser 1nvqlucrada en la produccién de tumores en

. experimentos  con aninmles’pnr‘ carcinogenos g]quilantes. En general,
los  agentes alquilantes que producen bn&a O-4-~alquilguanina en DMA
son  carcinogenos débiles. En’ résﬁmes, diferenée proporcion en la
reparacién de esta lesidn en téjidos blance tienen un efecto pfcfuﬁdc

sobre la produccidn de tumores.
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Par  ejemplo, 'la produccion de tumores en  cerebro .de ratas

jovenes tratadas con’ -N-metil-N-nitrosourea . (HNU) E5 cnrrelacionada

con la persistencia de U-é-alquilguanina en el brgano h ancu.

Similarmente, tratamientns :rénicus :un N-meti

como ~ resultado tumures neurales en

que ciertas

metilguanlna_;‘ DNA

‘transfiere el. |

incluyendo tejidos ' humanas ,34,42,49,50,68,72). Se ha

encontrada gran actividad de; transfer. sa‘én: higade de hamster guo

contiene aproximadamente ZZ;BEE ‘por, célula, en higadg de

rata aproximadamente 48,000 po e: higado humano de 400,000 a
990,000 por célula. En “ulti i férés humanos aproximadamente
100,200 moléculas por :él@ﬁﬂ ctividad de transferasa y aceptor

son  aparentemente producid -1 ma{'prpteina (11), vy las

propiedades bioquimicas:- _humanos son . similares. En

varios estudios sa ha. .en:unt ado que la R.A es similar a la de E.

gali (72). En célqlgs‘de h :hinu, virus SV 40 expuestos a dosis

bajas de MNNB hace 37:}55 cel Yas més resistentes .& la induccidn de

ICH (54).

38



Conclusiones



gsTA TESIS NO DEBE
SAllR BE LA BiouibTECA

CONCLUSIONES

1.~ Se determina que 1la mitomicina € tiene un efecto dosis

dependiente sobre la frecuencia de intercambio de cromatidas

hermanas.

2.~ Se observd una Respuesta Adapfaﬁiva empleandd a.la Mitomicina C

como agente estimulante.

J.— Las dosis estimulantes con las que se nhservﬁ una mEJnr respuesta

adaptativa fuerdén 5 y 10 ng/ml de- Hitumlcin

4.~ La concentracién en el tiempo es ‘una eterminante crxtica para

obtener la Respuesta Adaptatxva caso ,cgn ,20 ng/ml 1a

respuesta declina.

5.- No se observarén diferencias éignlficativas’en la Respuesta de

ambos donadores.

b.~ E1 fendmeno de RespJesté'Adaptativa se debe probablemente a la

induccidén de un sistema de réparacibﬁ.
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