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R.ESUl1E.N 

La mitomicina- C (MMC) un antibiótico que se considera un 

derivado del uretano·- ··..¡ ltt etilenalnina, posee· propiedadés 

antibacterianas Y _'.an·tituínoráles, se le considera un potenÚ!. inductor 

de intercambio · d~ cromátidas hef-manas (ICH) y protcitipo· de 

,., . ·.:\· 
Debido a ·que las investigaciOnes _·. ante;iOr_~s _ ·.acerca _de 'la 

respuesta adaptativa (RA) 

ionizantes, estimandose el 

se han · .. rea1Í:zad6' 

daFio celular - por;·:Ín~~i~_ 

con· .. radiaciones 

de "áb~rraciónes 

cromosómicas. El presente trabajo, realizó - en un sistema ºin 
- . . ' 

vitre" utilizando cultivos de linfocitoS hum"anos estimulados con las . . . 

siguientes dosis adaptativas de MMC: s, la! y_- 2.121· ng/ml ·y ~esaf iadas con 

200 y 40IZI ng/ml a dos diferentes tiem.pos,, ~,~.: c~nta~to que fuer6n 

cuatro y una hora respectivamente del mismo a~er:'i:~,. se _avaluó el daño 

celular por medio del nt:1mero de ICH, Y"." que 'eL., ICH- es i.tn eficiente 

indicador de daño genotóxico y son muchO 'mas frecuentes que las 

aberraciones cromosómicas en un intervalo- que'varia 'dC. 0.7 a 20CZI 

veces. 

Los resultados mostraron que no 

estadísticamente significativas para la ~osis de 5 ;~ '10 ng,/'!11 

comparadas con sus problemas (dosis adaptativas mas. d~siS .:~e, deS'af io) 

para la dosis de l"'eto de 200 ng/ml para ambos:· dona~or,e~ ·.y>p.~ra la 

doE.j s de reto dP 400 ng/ml tampoco hubo diferencias estadisticei.mente 

Sl.gnificativas para las tres dosis adaptativas con. sus problemas para 

c,mbos donadores. 

De lo anterjcir o:.onclLlimos qtie ~b r.Mc es Ltn agente capo!'I::: de 

inducir R.A y la:; ,1G5i.~ más efJ.caces fuer6n 5 y 10 ng/ml sin tener 



ninguna influencia la c:oncentr-ución y tiempo de contacto del 

antibiótico • 

.... 
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INTRODUCCION 

El antibibtico mitomicina C CMMC) fue inicialmente aislado 

de Streptomyceg caespitosus en 1956 y se considera como un 

derivado del uretano y la etilenamina, presenta una estructura 

policlc:lica con grupos altamente reactivos, la cual se encuentra 

esquematiz•da en l• .figura 1. Posee propiedades antitumorales y 

antibacteria.nas debido a su interacción con el DNA, a la vez que 

actlaa como agente alquilante bifum:ional. La MMC inhibe 

salectivamente la slntesis de DNA, pero no afecta la slntesis de 

RNA y protelnas. Reich y col. propusier·on que la MMC a.ctOa a 

través d• la asciciOn de fibras de DNA y de ese modo previene la 

replicaciOn. La despolimerizaci6n de DNA y la acumulaciOn de 

fragmentos Acido solubl~s implica el sistema de reparaciOn de ONA 

polimerasa como pasible blanco de la actividad de la actividad de 

la mitomicina e <61> .. 

Posteriormente se conf=irmb que este antibiótico 

inhibidor especifico de la slntesis de DNA y se propuso que su 

acciOn qulmica. se debe a sus propiedades alquilantes. lyer y 

Szibalsky suQirieron que la acciOn primaria de la mitomicina e es 

por entrecruzamiento entre el antibiOtico y la molécula de DNA, 

produciendo posteriormente como acciOn secundaria la degradaciOn 

del DNA (8, 18). Sin embargo, el entrecruzamiento solamente se 

realiza después de la reducciOn de la molécula de mitomicina C a 

derivados de hidroquinona - reductasa dependiente de NADPH Cfig. 

2) 154). 
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Fig. 1. Estructura química de la Mitomicina c. 



La activación reductiva dE!l an tibi6tico Ml1C nroduce 

intermediarios reactivos con la capctcidñd para producir 

ent~ecruZamiento entre hebras comntementarias de ONA; tales 

entrecruzamientos se consideran las lesione:os responsables de la 

ci totoxicidad. producida po~ dicho agente. En tejidos humanos solo una 

tercera p~rte del '. DNA muestra entrecruzamiento con el an.tibi6tico 

(37). La·; formac.ión de dicha alteración correlaciona con la muerte 

celular debido a :_la dificultad para la separación de las fibras 

hermanas ·del DNA durante la replicación. En resumen, la toKicidad 

puede eHplicarse"· pOr ·1a formación de un agente alquilante bifuncional 

totalmente r"educido que· se. 'entrecruza con el DNA, como se muestra en 
'· .. : · ... · . 

la fig. 2. En_" Fires"en_cia'de oX.Lgeno, el radical semiquinona formado 

después .de la . reducción·. de un electrón, puede transferir este 

electrón . al ox~gen~ pa~a ·generar el anión superóxido y regenerar la 

quinona oxidada·. La detección de superóxido y radicales hidróxilo 

después. de la. reducción de MMC en •presencia de o>:.í.geno coincide 

el mecanismo de reacción indicada. Una variedad de estudios han 

demostrado que NADPH-ci tocromo C reductasa y xantina o>:idasa son 

capaces de activ_ar la MMC en presencia o ausencia de oxigeno (Z9,54). 
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EFECTOS Cl TOGENETICOS PRODUCIDOS POR LA MMC 

1. -Aberraciones cromosómi cas 

Las aberraciones cromos6micas son al te raciones en la estructura 

o en el nómer.o de cromosomas, y son inducidas por diversos agentes 

como los :mutág~~os físicos (ejemplo, las radiaciones ionizantes) y 

qu.í.micos. (ejemplo, los agentes alquilantes). El tipo de aberración 

dependerá de la etapa del cic::lo celular en que incida el mutágeno as1 

como del tipcJ·· de agente mutagénico empleado., Las radiaciones 

ioni~antes pueden inducir ruptL1r¿~s, tanto en la cadena -como en las 

bases del· DNA y son efectivas en todas las etapas del ciclo celular; 

sin embargo, .si· el .efecto se produce en la fase G1 se presentan 

aberracicÍnes d~ ·tipo cr.omosómico .'y si el daño es en la fase G2 las 

aberraciones_ son'- de -tipo,-.:cromat.tdico, ·en camb.io~ con los mutágenos 

:::::·::·~:t:i~~;¡~~E~í1Jl7~~~itéi;o~:;::: .: 
~xisteri • ~¿m'erÓ~:~Ji~.inci~~ q~te \~:;¡,:)~n' ~.ª '~"noLxicidad de 

'·· ... :-:. :··; '.; ·,·, 

la MMC, .como_ son - estudios en-. VicLt\ faba,.· 'dónde se .. han ·observado 

diversos t-ipos. _de aberraciones cromosómicas·. En e.:ot~ sis_tema la 

·frecuenciu de. aberrocjones no se afecta por ano~:ia,· cambio~ de pH o 

temper-atura (~0,31, 75). E! tr-atamiento de leucoci. tos· humanos en la 

fa=-e G0, GJ o S también h.:i producido aberraciones cromosómic:as 

simi.larer; .. ~ las detect."ldas Vicia faba. El rompimiento de 

cromosomas causado por la MMC se ha atribuido a la unión de fibras 

complemt•ntarias de DNA por enlace,s covalentes (31). En Vicia faba las.,. 

aberraciones cromosómicas i.nd'..1cidas por Ml1C se locali::an camunmente 

las regio:-ies heterocromb.ticas, c:on frecuencia máHima de 



rompimiento en los cromosomas submet.acéntr.i.cos. En linfocitos humanos 

se demostró que la MMC induce pre"ferencialmente brechas, rupturas y 

rearreglos en las constricciones secundarias de los cromosCmas 1, 16 

y particularmente en el cromosoma 9 CB,35). Los resultados anteriores 

indican que la heterocromatina, es un sitio esencial para la 

producción de aberra.clones cromat1dic-"s inducidas por .·MMC y coincide 

con la observación de que los rompimi:_i:ntt?s se locali-zan en regiones 
. . . 

ricas en gL1.anina-ci~osina. _(~-C). ~~i~te ade111é._s un es~udio comparativo 
,. ' ' '' 

entre variOs iabor-ator~·os que ~::abaja~on_:_coi:i .cromosomas de ratón, el 

cual· reveló qu~ _el 80~ de todas l~s aberraciones se locali~an en las . . 
regiones ,:heterocromatl.dicas · ( 36) ,: 

'Las co'~tiguracio~es cuadrirradÍale~ constituyen un buen modelo 

para el estudio ·de aberraciones cromosómicas inducidas por la MMC. En 

este modelo la distribución de los sitios donde se presentan las 

aberraciones se ha correlacionado con los patrones de bandeo; así 

Morad y colaboradores encontraron qu.e los intercambios coincidan 

las bandas C en preparaciones con quinacrina, y determinaron qua las 

constricciones secundarias de los cromosomas 1,9 y 16 son los más 

involucrados (36 1 63). 



2.- Intercambio de Cromátidas Hermana~ 

El intercambio dé cromátidas hermanas ( I.CH>, refleja 

intercambio de segmentos simétricos y equ1va1e.nte'S. entre las 

cromAtidas de un mismo cromosoma. La· di fe·~e~ci~~·¡~n·, d~ ,'b~~~~tidas 
hermanas se rea 1 i ::6 i~ i cia 1 mente . por, T ay_l'O~.: .¡-···~·~-i~~~~~~~,'.~~:. ~~'.: ¡957, 

quienes usaron 'la incorporac'ión de. t.imid·~'!~ :·t~.i.'1:1'~~~:.'.'·ú:ld,t::s.'J · seg.uida 

por aú.tor:-radiograf.í.a para demostrar l~ di~t·ri..bució~· se~i~O~servativa 
del ONA entre ·1as cromátidas hermanas (67'.). 

Actualmente se han desarrollado diversos métodos ·para observar 

el ICH,: qu~ básicamente consisten en incorporar bromodesoxiuridina 

(BrdU) en lugar de la timidina en el ONA, al permitir dos ciclos de 

replicación Sucesivos y finalmente aplicar una tinción fluorescente o 

bien usar una tinción pe"'.m.anente que incluye un colorante 

fluorescente y Giem~:"· ~os.t_e~iOrmente Kato y Perry determinarón que 

el ICH puede Ser inducido con aita e.ficiencia por agentes alquilantes. 

y tambié.~. por ciertos colorantes ünfdos al· DNA (Tabla 1.) (27). El 

fact~r comt1n de·es.toS.y . ~t~Os agentes qúe. elevan la· frecuencia del 

ICH es una acción.direC:ta sobre" el 'oNA, ya· sea por.alteraciones en la 

rep l icac;iói:t _o -.en l_a_ e-~~r~c~l:lra ~ donde· prfesumiblemente· se involucra la 

ruptura y reunión del ONA;- sin ~:~~~·~o:~-:·e·:;-~~~-~-ce.poco acerca de la 

base molecular de este proceso (9). Por la· anteriormente menc1onado 

los IC.H se consideran indicadores muy sensibles del dario produc1do en 

los cromosomas por agentes químicos. 

En relación a la MMC se h.:i especulado ·que la alqLtilación en la 

posición orto b de la guanina pL1ede ser una de las principales., 

lesiones, y también se ha sugerido la hipótesi5 ·alterna de que el 

entrecruzamiento DNt.-·pr-oteí..-. ;s p1.1ade ser la leslón fundamentC1il. De 



acuerdo a lo anterior, en células de paC'ientes con xeroderma 

pigmentosum se observa .la: misma .respuesta que en cólulas normales en 

cuanto 

células más susceptibles a 

ambos e ven tos, debid~~:~·~. '.·~4~·-.k~~}.:;d~·~'J.~ien~es. en la reparación de 
. - -~·: :.> .. ¿ ,, _: .-.. . : .• ' ; _.. 

entrecru47amiento DNA-DNA·~·ca.~~.á.~~ por t:'.MC .(14, 17, 45) • 

. Aunque se desco~~!=e .e.1.~:ma~anismo_exacto por el cual se produce~ 

los ICH se han re~l(zadc?·. num~t:"osos ·estudio tanto "in vivo 11 cOmO.~."in 
... ,. '·: 

vitre", ccn 

condiciones, 

una gran ·variedad de sustancias y· en .di férerltes 

cuyos resu~ tados indican 
.... ..,_ : _::-:_'. ·.~;·':' ;··:· ;;:' . ' 

que el ICH .es : u~_' eficiente::, 

indicador de daño genotó>cico. Por lo que se refiere· e~ ,particUla-r a,· 

la MMC, independientemente de las condiciones de cultiVO ·1-~s· rCH .s~n· 
más frecuentes que las aberraciones cromosOmicas· en ·~n·:::¡·'"~~a"~·va.i'.o q.Úe '. .. 
varia de 0.7 a 200 veces (25, 26, 35, 46). 



Tabla 1. EJemPlos. de mut'ái;:ienoS .que indUCf!!n ICH 

Tipo ·de Agentes Ejemplos .. ~ -- - .. _____________ _; _____ :._ ____ ..:._..;;, ___ ..:.~ _____ .,;. ___________________________ _ 
.. ·.·. ',_ .... '. 

Al qui I'a.~t.es·· 

Colorantes· 

Bases ~nál_ogas · 

Irradiación• 

Virus 

Miscellmeos 

Eti lmetanosul fato 
mi tomicina e 

Oaunorobicina 

Bromodesoxiuridina 

Brdu-luz ultravioleta o 
timidina tritiada 
SV-40 

Acetaldeh1do 



3. - Respuesta Adaptativa 

Se conoce como respuesta adaptativa (R.A) la resistencia 

celular creada contra diversos agentes mutagénicos. La inducción de 

la respuesta ocurre cuando las células se exPonen a concentraciones 

bajas de los agentes qUe, lesionan al ONA., lo .que prc;:ivoca mayor 

actividad en un sistema: de reparaci~n y da c~~~· .... ·.~~~s17C.u~~\:1a .un·a 

disminución el daño al. ·.riN'A/: ·~u~Ddo ::1~s .. .--~é~ufas /.se(,som~_ten 
posteriormente a. concen-tra:CioneS"~leVad.as .de.~ ~O~ mismos :oidisti"ntos 

agentes (tabla No. ·~,Je·~~-~· 52) >-·: -_' · -'>'._· ··;-,: 
El p;imer sis't~~~ ; ~n ~l' '~u~ :~ei:~s~'rv6 ;¡steí. ~i~f d~ r;,~puesta 

fue en . mu~~nta~· .'d·~\i·~·. ~6i·~·:::~-~f-'.:·~~~~~~- y~;'~a.-~·~-~~>~~-- .i???~:::·'·~·~ <o,tis~~Var.. 
que ~Ú:hos .. ·m~t~nt~~·.Se .~c·u·mu1abarl ·dui-ánte." ei :.c~~:c·~m.1~~tO·:··cOntin~ci d.e 

b~ct~r_i~~ é~·: ~-'.~.~~~:~J.i.:d.-~· ba.Jas ~~n~en-tr~·~io~·~:d:·.·d·e :·.~.~~~;¡y~.~~~·¡·tr:·~-N-
Ni t~osog~arl1di~a .. CMNN0')". : La· reversión haCia · histidfi1a' '.S:ói'é;·:se ·induc:e 

:- .... ·:::·>."-.::.: 
durante ·1a;,,, ·pr.imera. hora del cultivo en un med:i~. Ca~e ,C.on1:.~~ia 1 g de 

MNNG y su frecuencia no se incrementó d~rarlt.e<.·.,;1' · resto del 

eXp'erimento' el ·cual se prolonga de 4 a 7 d!as. Ta'm~ién'..observarón que 

esta resistenc:id. no se presentaba cuando la .s_:t~tesis de prote.i.nas era 

inhibidi!. por el cloranfenicol por lo que al· principio se propuso qlie 

una pr.ote.i.na era la responsable de la ·rapa.ración- del ONA cuando se 

produciun le~.iones mutagénicas (2). 

Otro estudio en microorganismos mosi:.r.6 que una cen-~ de ~ 

c:holer~1e eHpuesto a dosis bajas de f•..1rozolidon.:i por un per1odo entre 

5 a 60 mir•l1tos, 1.:-s be:~ terias flieron 112101. más resistentes .:..1 efec:to 

letal da una do:;is de reto, o sea una dosi~ Sl'bsec:uente casi 10~; 

veces mayor, en relac.i6n a cultjvos con";.rol no expl1estos;:. l.;.s dosis 

lO 



la Respuesta Adl\ptativa es dependiente al tiempo· de exposición pués 

l~ má:dma respuesta se ob'Serv6 entre los 15 y 30 minutos (56). Dentro 

de este mismo contexto se ha logrado .. det,~,r~in~r que . ademaS: de las 

ba1 terias algunas otras especies presentan -r~s-pue~t~. adap~á~iva como 

el caso también del virus SV-40 en el cual se ha encontrado 

pr tección contra la toxicicidad y muta:QeniÍ::idad de agent&S 

ilantes. Estudios posteriores han Riostrado la presencia de un 

si~ tema similar en células de mamiferoS. A continuación se resumen 

ale unas investigaciones que indican., la. adap.tación de células de 

ma 1í.feros incluyendo al. humano frente a· agentes 'alquilan tes y 

rae iaciones. En 1994 Olivieri y col. fueron .los pr~m~rci.5 e.n'.d~·mastrar 

qUE un pretratamiento crónico de linfoc.i~tós '. hUmario,s- ·:.e.en ·t.imidina 

tr tiada .hace a las células menos -susceptibles ··a la inducción de 

abE rraciones cromosómicas por subsecuente dosis. :d~ desclf..Lo de rayos 

X. Resultados similares fueron encontrB.dos. "utiliZandO . los mismos 

agE ntes solo variando las condicioes de adaptación y desaf:í.o por 

Sar karanarayanan y col. (1999) y Vijayalaxmi y sU.rk,art (199QI). Samson 

y Schwartz también demostrarón que un pretratamiento con MNNG 

pre duc.í.i1 una disminución en la frecLtencia da ICH así. Como también 

re ucia la mortalidad celular como resultado de la acción posterior 

de los agentes'metilant'e$ N-metil-N-Nitro:-N-nitrosoguanidina o N­

mel il.:..N-nitrosoure~ ·(MNU) sobf-e .células oVáric'as en hamster chino, 

Sobre un sistema· de prueba ºi·r:i.'vi'trO~·- principalmente empleando 

lir focitos ·hum;:;nos se ha determiriado. que la, respuesta adaptativa 

ha ia ·las radiaciones ionizant~s. p1;1e.c:S.e: ~~d·~~ir"se. pdr. dosis muy bajas, 

de rayos X (0~GU Gy) durant~· 1a '!'~."."~~-.~>~.el ciclo ~~lular, aunque al 

pa ecer esta misma respuesta se p·:eSerlta c"u.3.ndo ·1as ·Células estan en 

ll 



otras etapas de~ ciclo celular. No obstánte cuando los' linfocitos 

fueron irradiados con _una' dosi~ de 0.01 a 0.05 G'y 'de rayos ·antes de 

ser estimuladas por f i tohemag lutinina, en G0 s':guid_a de. una· dos.is qe 
' ,- .: . 

reto de 1.5 Gy (150 rad) n~ prese,ntarém '1a- f.eSpueSt"a~ en "tantO 'que 

las células en a·.las mismas dosis 5i· la pressntarón 

manifestándose -como u~a .d~~~inu¿!ó~·: de: -los rompimientos crqmatidicos. 

. . ,, ' -, - . '· .· 
menos tréS cicÍ'Os. céi'i.tia:r~~· d~SpLÍés·' d~ .·su estimulación en cultivos de 

hrs .~ ;_~ C~ñ· . .-<·Uri .. :;: ii:i:cremen .. ta. 
,·.- --:> 66 a. 72 en ·meta fases de ::Sa. división 

·:<\:,):: 
Otra··:: iildié~~.'.- ~il-~~l~n-8.d~- .con· la respuesta_adaptativa que es 

neces~r_i~· ~~¡~~~t~2} _es_' qu~. ,l~:_··~~~~-~~~-~n humana parece ser heterogénea 

a dichO f~~·~~;~·6(,:"f~·~,t~:;-~-~: -~·~]:~~·!¿~ ·~- lae» radiaciones ionizantes como 
:·.,-/.. :';_:.·\; ,.;·,:;;\:>:.:í--.,_,.:·_'_, 

a .105 .,agent~S,' 1 º~-1~-~ila!'l.~es _.;/t -'se 

cf;4._,20,=:rn··.'> \') . .__\'.:,.:.· -.<~: .. ·: >···· .:··/> :·-," : ~-<: . . . ;:~· ' -~ ' 

ha' determinado genéticamente 

Otro :· .. aspecto~" d"e1 ··~t~~~ '.i,~.~.'-.q~e . _i'a respuesta adaptativa no se 

prese~t~'.~:-'·"~~-{~~~~~:-~~~/.'~;i.~L ~-~~.~-~~~··,la _misma substancia c:omo dosis 

ad~Pt·.~~.iV~ '. -'Y:'.:~~~··~~t~:!~>~~~~}---.·~~~ ~~~É!de producirse empleando di~tintos 
·agentes _\é:o~~~:.§o,:.:.eJ'·~~p1;:.·· lÚifocitos humanos adaptados a dosis bajas 

'de·· raY-os:x--:;:;·mu-e~tr·arl·.~:.-m~nos ·rompimientos cuando son desafiados con 

Bleomicini.l.· :: 'c71Z)):.':":rainbién -'en ratones de la cepa· C57BL inicialmente .- .''. .· · .. 
·'irr~d.ia~·o·~· . ··:·~~n· 5: CG,Y!dia de rayos (dosis adaptativa), 

•• ·-.:-'. ,¡ ··--·, ......... --. 

·poster;i.<:~m~n·te ·~ex.tf".'ajeron los 1 infoci tos del baso en forma periódica 

(1 1 3,7,19 y: 26:dias). y se trataron con MMC a una concentración de 10-

7 M, los·-~esU~tados mostrar6n una disminución en la producción del 

ICH comparado con los testigos (70). Vinculado con lo anterior esta 

experimento "in vitre" efectuado por ·woole y col. en el que 
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informan de una resistencia c:ruza"d;, entre MMC y la luz ultr~•violc:t<1; 

presentandose una disminución en 

isocromat!dicas. 

l.3 

las lesiones cromat.í.d1c:.:<s 



T:1BLA2 

ANTECEDENTES ACERCA DE LA RESPUESTA ADAPTATIVA 

Tll'OCf.LULAR AGENTE ESTIMULANTE AGENTE DE RETO OBSERVACION RFSUJ.TADOS 

1.- r .. <'Oli MNNG MNNG MUTACIONES rosmvo 

2.- Vibrio cholera FURAZOLillINA FURAZOLIDINA MUTACIONFS POSITIVO 

3.- l .inf0t..itos humanos RAYOS X RAYOS X ABERRACIONES CROMOSOMlCAS POSITIVO 

-t- Linfocitos humanos BLF.OMICTNA BLEOM!CINA ABERRACIONES CROMOSOMICAS rosmvo 
RAYOS X POSITIVO 

5.- Linfocitos humanos TIM!DINA TRITIADA RAYOS X ABERRACIONFS CROMOSOMICAS POSITIVO 

NEGATIVO 

HF.TEROGENICO 
(25% POSITIVO) 

o.- HBROBLASTO MNNl; MNU MICRONUCLEOS NEGATIVO 

7.· Unfodtos humanos MNNG MNNG !CH POSmvo 

MMC NEGATIVO 

ENU NEGATIVO 

8.- Linfocitos humanos RAYOS X MMC !CH NEGATIVO 





OBJETIVOS 

1.- Estab:ecer la genotoxicidad de·. l~ :mitomicina C en c:ulti~os de 

lin1'oc:itos · humanos,. mediante el af)ál:Í.sis · de ,.la ·frecuencia del 

intercambio de· cromátidas he'rmanas. 

- ·, .· -.;·-. 

2.- Determinar ·~i ·1a mi.tomi~ina ·Ces·. c~·pa:¡;·· d~. i.nducir una resPuest.:i. 

adaptati·v~ .. "e'n 1 :(n.focltos ··,: h·~·man~S ;: :-·Cónsid~rando : coino · par~metro de 

evalui::i6~ .el i~t-~~~~inb:io. -de ~~om~t¡~~s,-~er~-~~a~ •. 

::S.- D~terminar lct ímportancia_ d·~ .las dosis esti.muÍantes y la de reto. 
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liIPOTESIS 

Al ,exponer cultivos de li~facitos hLLmanos a dosis bajas de Mitamicind 

C (dosis de adaptación) y poster.iormonte a dosis mayores (doi::.is de 

reto), se observará una disminución en ~l daño celular (frecuencia de 

!CH) comparació~ con cultivos de linfocitos que sólo fueron 

expue-stos a la -dosis de reto. 

Esta fenómeno probablemente se establezca debido la 

estimulación de mecaniSmos da reparación del DNA. 
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MATERIAL Y METDDOS 

Curva Dosis- Respuesta 

Cultivo de· linfOc:ito~:· t~~tados "in vitro" c:on cinco dosis ·c:1e MMC. 

I. Siembra& 

1.- Se :~b~~~~~~-~~-:·:: · .. úL' m1 :: de. - sc:i'ngre veno<;;a Usando una jeringa 

hepa~~~~-~a~:~·,;~,~~;~~~:~··d~~~~Ü:~. ,el in~·cam~nte. sano del sexo_ feffieni~~· 
2.- s~·.P-~~~J~{~i~_:'~-adtJ.d_~d: Íl~cesaria de frascos de· cultivo 

eStérites' ·:~",i~:-~-~~-~~· ·~6~· !'as siguientes sustancias: 

~:(: 0
7
·3· ;~·~_-:-d·~ ·:.·s~i~é:i6n estéril de bicarbonato de ',sod.io ··~1 4Y.. po~ 

cada 10 mi· d~--m~·dio.éia Cult"i-vo • 

. b) 0.5 ml. de' fitoheniaglutinina:. 

c.) 0.5 ml de sangre total. 

d) S.5 ml de medio Me. Coy 5A. 

3.- A las 24 hrS.de-·cu~t-~~~· _a-.~7~C _~e -~g'::'e·go 45 l de 

bromodeso~iuridi~a y _s~ )'º1 .. Vi~ ·-~·· iC)~Ut;i~-~'_~ 
. ' . • ' .. . ' '. ~· : : ,' -: l . ' ': : - :. ; . ' . , 

4. A las. 48 hrs .se olgr~gó .M~q;:e~'·.co~f~~.~r-.:1c?-t:Jn~s ~~ ·;;0,75f100,150 y 

z00 n 9 1m1 y se vo1V16·-.a:-.inc·i:.ú;a~;;:po~-:24 ·:hr.s:;:- a 3?•c~··, 
5.- A las 23 hrs -d~<t.~cu·~~di~~"~s~ ~'~-~~g¿ .-~~J~ .. :~~~- ~-.~·.,:c?,lchicina" y 

se volvió a incubar'.'~/--~:;:.?· ._· .-, )'·:· .. ·>·' ·:·t" 

. .,·_ 
11. Cosecha:· 

- .• , ..... ,< 

1. Se pa~O ~:-·e1":Co1ri:"~~·i'do ,-·~~'.·:lo$:·, frascos· de ·"c:uftivo ·a tubos de 

"'" centr! fue] a ·marcadOs_/··:.~ .. : :' 

2.- Se·cel'.ltrifugó·:i(~_;::a:·í.2121.0·,:.-rp~,.s":'.ell.inirió eJ sobrenadante y se 

rásuspe~~~¿, · .. ~·L ... b.~tór{: ~~\;~1~·~ en KCl Cil.075 M a 37ºC. 

3~-se inc~1bó 2121" a 37 ·ec·. 

4.- Se centrifugo, se e'11mi·n6 el sobrenadante y se resuspendió el 

botón celular. 
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5.- Se hizo la fijación y se agregó un;, me::clc1 recién preparada de 

met.'lnol-ácido acético 3i 1. 

b.- Sn dP.jCJ reposar .15', se centrifugó y se eliminó -el sobr"enadante. 

I I I. Pr~paraéum' de laminillas 
1 • •• 

1. - Se -de~engr:-a's~~Ó_n los portaobjetos que permalje_cle.~óñ ~_:en_ . al c~ho 1 

et.i. l ice .9.ó'! Por lo· menés 2 hrs·. 

2.- En el tub~· l.a suspensión celular se dE!Jo·-·ap·,.:~~it·.~m·;d~-~~~te 1 ml 

de . .,. ij ador·; :·~e r-esuapendi6 con p{peta · Pa&ieu_·~~--~Y-';.:~~-(~~~-~~i~~:~"~~:-··~e_" 2.-- 3 

gota:;; sOlJ·~e '.~; p~rt~obje~os a Una··~i5't.~~c;i~~-~~-~:~:~:i~~~~ d9_20 cm. 

3.- Se sucó' ~l<ai~.~ ~-,-s·e_ d.ej6·:~ad-~~~~~.-···d·ú~an:1:-~~·:d~-~--,:d!~~-.: ~ ·-~~~per.9'túra 
. . .. ·, : .... : ~- ;-~.:.:~:.=:. <, •• .,.:: ·/<·, 

ambienta: o '_pOr: _dos ~oras a 60. !'C. 
·:-: -· .. 

1v •. ·~1~:~¡~~1·;··. 

1.- LáS. :ia.n;~·n~-i~-~~ :~--~~:.~~~m~,~-~-~'[óf en Un :vaso de coplin con ·colorc".nte 

de. Hoechst:.,332~~ ;·p~r:· 4(¡]•.,::·~;' >. · ... :·· :-. '·>~:::·.-·:·~~· 
2.- Se' 1-~v-Ó;«'C~~--·~gd~:··~~·'.i~>ii·a~e:.Y se--:Secó a'60·•c pór 1s·. 

3.-. Se ·' ag~~:ujo':e:l_'.")a~;:_- ~a·~~'~i.i"l~·~·-unas 'gqtas de citráto-fcs~ato pH 7 .0 

'cUbr:~.o~fQ_~os ' .. y ·_se ewpUsó a la lu:: negra por 40'. 

4.- Se lavó ·eón agUa ·i:se i·a· 11ave y se secó la estuf~ .ª 60· •e por 

15'. 

5.- Las lc".minillñs s;e ~wner"gier"ór. ~r. un vaso de Coplin conteni.endo 

solución salina-cit,-ato ;;01- :!O.' ;:;. 60 ~c. 

6.- se lavó c"on, ;,..gua de lü l liive 'I r;C? ~ec6 a 60 •e r·:ir 15'. 

7.- Se hfí6 color,:.nte de .'3iemsa ~l 2 'l. en am.ortig•.·~dor de 

Sorensan a pH 6.8. 

V. Observación de laminillas: 
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1.- Se analizaron 30 mitosis de segunda divlsiOn por cada dosis 

para establecer la frecuencia de ICH. 

2.- Se analizaron 1000 células p.:ir·a determinar el indice mit6tico 

3.- Se analizaron 100 células (!a, 2a y 3a. divisiOn) para 

determinar la proli ferac iOn celular. 

REBPUESTA ADAPTATIVA INDUCIDA CON HITOl'fICINA C CflG. 3). 

Cultivo de linfocitos humanos tratados con tres dosis bajas y una 

de reta de 200 ng/ ml de MMC <Ewperimenta 11. 

1. Siembra: 

1.- Se obtuvieron 10 ml de sangre venosa usando una Jeringa 

heparinizada de do15 donadores del sexo femenino con edades de 25 

y 26 aflos. 

2.- Be preparo la ca!"tidad nec:es<:1.ria de -frascos de cultivo 

estériles, para tener cuatro series de frascos de cultivo. Cada 

uno contenta las siguientes sustancias: 

a) 0.3 ml de solucibn estéril de bicarbonato de sodio al 4Z 

por cad& 10 ml de medio de cultivo. 

b) o.5 ml de i=itohemaglutinina. 

e> o.s ml de sangre total. 

d> S.5 ml de medio Me. Coy SA. 

3. - Para cada serie efectuó un cultivo por duplicado, 

correspondiendo el primero para observar el comportamiento de la 

respuesta adaptativa, el segundo para el testigo de la dosis de 

reto, al tercero para los testigos de las dosis estimulante y la 

cuarta para l:!l testiCJo negativo. 

El cultivo en qw:.i se observo la respuesta adaptativa: tuvo una 

preincubaciOn de 45 hrs a 37ºC, una vez que concluyó'· esta s~ 
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adicionó las dosiS .. adapt~tivas o .estimu_lant_es (5,~0 y 20 ñg/ml) y· .se 

continuó la incuba.ci6n a· 37_ •e por 24 hrs. 

4.- Al _finalizar este· tief!'po" se ·adiéionÓ·.la dosis de· reto (200 ng-/ml) 

por cuatro hrs. lln¡-~'am'en~~~·~,. A _continuaciói:1 se 1-~"'.'~,·)as é:tÚ~.'~a~·\:o~( 
'·' ., . ,. 

medio-de cultivo a pH:.7.·m· por dOs'·oc:asiones.de.la._SigÜient:e forma: 
. . - .· -

·a) Se virtió el .CDf'.'teni~:io "(i~ los frascos .. d~ ~~i ti~~ '~n' t·ubOs con 

tap6n de rosca y se centrifug6_ 10·· ·.a 150~ ·'rpm~ 
. ;.· ...... 

b) Se quitó el sobr~na'dante y-se ·agregó·".5·ml' de medi~°.'Mc.- Coy 

con Bicarbonato, y ~e··:ag.it6 .. pa~~:.~!'"~~~e!'" el botón celular. 

c) Se centrifugó 1.czi_• a:15'21IZI rpm y se eliminó el. sobrenadante. 

5.- Se 

conteniendo 

- - - _.' -.. 
resembra.rón , las. ·células eri 9 ml. ·de .medio 

bicarb~O·~t~ ·Y·· f1tohema1;;l1Utinir:tª• ·~e agreg~ 4~ 
Me. Coy 

l. de 5-
,·; __ ., .· .. :- . . . 

Bromodeso>c"iuridin:a (iá n_gim~ >:.y". se dejó actuar ·49 horas a 37ºC. 

6.- Una her~.:· a~te~:-~·~.-: ~orl~_1µ1r el tiempo de incubación ~e agregó IZl.2 

ml de .colch~·c~~~:] .. ··· 

El ~r:-d~~~it¡.;j:~~.f~ ···.pa~~~. )~s t!"s_tigFls .:::fué ~imiiar .ª lo antes 

des.c~~~.O(~C»~.:· :·'1:~~;~:·,S19~i~~>;j~~".;e~·~·ep~'úm.~S. ·En el caso del teStigo Para 

la· dosis dé" .. :-·~·eto·(S~·;.~d·i~.i'O~·¿(Ú:)s" fr.·a~coS ;de .e~til:.se~.i~--ón.~cacñente la 
. . • -:. . ·;o.·-r. ' ,", ,;,~,> •' • ' • 

.. MMC (200~.ft~/-~l~) t~;~;~b~:'fl~~t~:~fj·i.~.~;~}~:~:~~e~·t¡g·Q~ d~ las:· dcl'sis adaptativas 

Se a·gr.e9o u~-iCa:me0ritÍ:{:i~·MMi:.úeri~_1as;_¡~do~~~~:~~--~i~~1ai1~tes. de 5, 10- y 212) 

ng/~l, por'_ lo ~-qu~~~:;'.·~{~e)F~/~?~·{~l{t~~~~¿6'.:·neg'.rlt1yo· f!.º .se adiciono MMC. · 

11 ... Co~e·~·~-~·:;·:·; ·} ·~,,;:~~};·!~~¡~·iY. riJ~· ·.":L'.: . :~-, . .•. é~' 

1.- se pas~ ei. c~~~:~~~~'.~i~~~\i;'}r~~~~s ,de cültivo a tubos de 
centr:i. fu~? ~~·~c;:t;S~~~:: -:«~:;}'~'·,;} ~. --.. ;: .. , , 
2·.- Se centH.fugÓ:10· ~;·ia~:1,200;:_r·pm, : se. e.~ .. i'~in6·.ei 
resuspendi6 el bo:t~~-:~·e:~L't.ií~?: ~-~::\d¡ ~0~·ti)75 .M. 

s·c:::ib_ren.adan te y se 

3.- Se incubó 20'. :s;:~c.' 
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4.- Se centrifugó, se elimi~ó el sobrenadante y se resuspendi6 el 

boti:in celular. 
' '>·. ',' " 

5.- Se hizo la fijación agrega~do un·a·-.me'zé1i\ reciérl. preparada de 

metanol-ácido acético 3: t.·· .·, 
• . ,;:' ·~;«' ". 

6.-. Se dejó reposar 15', :S~:·_c~rit~i:fug~ ·~~-:~~'.;~-i{¡.;:·in~~ el: ·5~breÍiadante.· 

7 .- se agregó nuevo f~J~-~d~;:r:ffJ,fJ;:~~:~~~t/i:;,::ts~;,~~~rfug~ Y •e 
eliminó el sobrenadaMte :-<Se.: repi ~ió:~~,: e5.te .¡:,.:,oc_edimi'en'.to:~ha~ta q\.te ·el 

::::::::::~~~"3~i:l:a:.m:_:i._ •• n .. ~itlc.l¡.a¡~;j··!·····~-i:_•_:_;:_~~tf ~ ¡; ~;roo "" •> 
l I I. Prepa~~é:1Óri;"~ d~ - _ ,.. '· .. - ' ~ ,._- ;·.": . :-·_, __ : 

1.-· Se des.~ng~a·S~~-J,'~- .l·~~':·Fld,rt-~·ob~'et-~?:- ~ñ ·a1i:Oho'1' ~tilico por lo menos 
'.-;-~·,, . '.\~ . 

. '•::·:.·:.: ',·_,'.', --.~ .. -.. :_~>_/, .. 
1a sU5ip~·ns16~ --~~i..U1ar se dej6 aproximadamente un 

2 tirs. 

2.- En 

ml. de ~-ijador, 'se ~~~~~~~-~~;~~-~~\-~~x ·~¡~eta Pasteur y se dejó caer dos 

gotas .so.bre. el· por.taobj_e~os a· una di.st_ancia aproximada de 2C> cm. 

3.- Se secó }~l:::~~-~~- :Y:.s~. :.d~JÓ madurar las. laminillas dos di.as a 

temperatura -~~bi~~t~ i~- do~~ hor:'as' ~ ~0 ··"e. 
IV. TinciOO ¡· 

1.- Se sumergiel".'60 l~s :.~~~miÍiillas en un vaso de Copling con colorante 

de· Hoescht 33·2~é( -~~f _'4s! .. ._ 

2.- Se.iavó:C:on ~9L1e\'d.é)a')lave y ~e sec:ó a 60 •c_por 15". 

v.- Se agregó a· las laminillas. unas got;is de buffer- citrato-fosfato 

pH 7.o,· .se colocó_ ~m -cub_r~~bjetos ,Y se expu~o a la luz .negr-a por 40'. 

4.- Se i'av6' ca_n a..gu~.d~.··la lla'.'e y se secó en la estufa a 60 •e po~ 

15'. 
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5.- Las_ l_aminil las se sumergierón Vl\SO de Coplin conteniemdo 

. una solución salina-citrato por 20' a 60 •c. 

b.- Se lavó con agua de la llave y se secó a 60 •e por 15' 

7 .- Se tiñó con colorante de Giemsa ·al 21. en amortiguador de Sorensen 

pH ó.8, 

V. Observación de laminillasi 

1.- Se - obser~arón 30 mitosis de sagut:'lda división por dosis_p«ra 

establecer ·.la frecuencia de ICH. 

2.- -S-~- obsérvarÓn 1~00 células para dete-rminar- "el ·.·índi'ce· mitótico~ 

3.- Se observarón 100 células ( 1a, · 2a 1 Y .~-~ d~~l~ión{ ~ar~·~deter~inar 
la proliferaCi'ón 'celular. 

CultivO de linfocitos humanos: ~-~ata-~i~iÍ-co~·-.tr-es · ~osis bi:lJas y 

una de reto MMC (40121 ng/ml). ExperimentD: 2-~ 

La llnica diferencia de - este ewper.~mento con el anterior, se 

refiere a que en este caso se utilizó una dosis de reto de 40121 ng/ml, 

con un tiempo de eMposición de una tiora. 

En el resto de los pasos se ·procedió da igual manera que en el 

e)(perimento 1. 



"' w 

t '/' 

1- p s e B H 

o ~5 69 ;J 120 h 

2-
p ·s H 

o 45 120 h 

' ; ' ~ ·, , ' 

'e p -:,1 L 
H 3-

o . 120 h 

4-
p H 

o 120 h 

5-
p ·s e B ', H 

o 45 69 70 117 h 

6-
p 

o 45 70 11.7 h 

7- !' 

o 69 70 117 h 

8-
p 

o 70 117 )1 

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

a 4 ::: Experimento 1 •.(:Dosis estimulante de MMC:S, 10 y 20 ng7ml;dosis de desa­
fío: 200 ng/ml por 411). 

4 a 8 = Experimento 2 (Dosis estimulante de MMC:S, 10 y 20 ng/ml;dosis de desa­
fío: 400/ng ml por lh). 

P::: Fitohemaglutinina S::: Dosis estimulante C::Dosis de desafío B~Bromodeeoxiu_!:i 

di na H=cosecha. 





'R E S U L TI'\ D O S 

1-. EFEC:TO DE LA. MITOMIC:INA C:. 

A continuación se describen los resultados obtenidos en este trabajo_. 

E~ primer aspecto .a analizar. fue el compo.rtamiento de la mitomicina C 

(Ml'~C) sobre ·1as linfocitos. humanos, estos resUl tados se _presentan en 

la tabÍa flÜmero 3 en la que podemc:is observar los par.ámetro~ 

utilizados que fueron los intercambios de cromátidas hermanas ( ICH), 

·índice mitóticO ( IM) y .el indice de ·replicación (IR), el cual nos 

permite estimar la velocidad de la _prol'iferación celular. También 

podemo's observar que las dosis utilizadaS fueron de 0, 50, 75, 1~0, 

150 y 300 ng/ml. En la misma tabla observamos que el valor promedio 

fue de 7,3 + 0.42 para el testigo negativo y que. dicho valor aumenta 

proporcionalmente el incremento de las dosis. Para 75 ng/ml se 

presentó un incremento de 2.5 veces en relación al testigo.negativo y 

ya para la 11ltima dosis la MMC aumento la frecuencia de ICH"más de 

cuatro veces estableciendose una relación dosis dependiente con la 

concentración de la MMC. El análisis de Xi cuadrada .fue usad~· para 

analizar lC\ variación interindividL1al para cada dosis de MMC. La. 

correlación pl"'ob"'da mue~tra que las frec:t..1encias de 1CH auinent.;.n como 

función lineal de las dosis de MMC (r= rJ.9~1, 'r~ e~0742>: + 

11.39), mostrando una diferencia significativñ relac.J.ón el l 

testigo nugativo a partir de la dosis de 75 ng/ml (p:: IZl.01). En la 

gráficc.'\ número 1 se present~n los resultados con un análisis de 

regresión lineal. En cu.;into al IM se observó 1.m.:1 disminución de 1 a 

~.5 indicando que con la dosis de 300 ng/ml la división celular se 

at•t~h.. r.onsider~,blementc=o provocando alta to:ücidBd pc.ra lc..s célt..1las. 
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Finalmente el valor de IR dismi~uY6;de manera significativa ·con 
'• - . - . ,, 

relación aL.teStir;Ío,n'eg_a_ti_vó~ -~~-~a~tJ~.·de --la .dósis·de 75 ng/ml, al 

mismo :.ti.e.ñpo __ que ;se :·_·:p'r~~~ri·to--:~~;."~·n /1n:creme.nlo· de meta fases en 2a. 
'- ... \ . -·_,,. .,_,.- ,. ' 

divisi~n~:-: , __ .~;-~.·~~-:! .. : __ :~}::;·:",:".-}' 

ce· .nC~i'~dO,"a-~:ios·::·\::res-ui'taCféi5.·'anteriores, para e1 estudio de ia 

respuesta.? a~f~~;~\~-~~b~:~~--:··::~~¡:·"céÍ.'~na~Ó~ ·.Como dosis adaptativas CDAJ 
' •, -~'i : ~.. ,, . 

tres :.va~Or~s,· P~r:' ~~.aJp_.·,· ~~- _5~ -"n~1.~·1, ÍoS cuales fueron 5, 10 y 20 

ng/ml y· com·~ ):"~i;~is" d-~.:.~et'O o. desafio (OR) se seleccionaron dos, una 

meno"r· de: -3-00-::_".flg·/~-~: ~-.-:~~,~ :m~Y~~. a· esté valor (400 ng/ml). En la tabla 
. . . ' . . . 

4 y '5 esta» indicad~ el· ·nivel de respuesta adaptativa empleando las .... : ·: 
dosis anteriores de r'eto, as! como el coms:for.tamiento de la respuesta 

adaptativa entre· los del~ ~on~do.res. En la tabla nümero 4 se presentan 

los resultad_os p~ra·1~-d~sis de reto de· 200 ng/ml en ambos donadores. 

Eii la, : Pr.imera. columna .se presenta la media de IC~ para el 

testigo ,negativo·_ y ',·t~s"tigos de las dosis adaptativas, en la siguiente 

se 

los 

encU:eritran -los :r~~l.;lltados·para ·el testigo de la dosis de reto y 

pr6b'ie~~'~";:.~~i _·.' d~~a~or 1, continuando las columnas en el mismo 

º_':den:. para ·;/~ .. 1:·,"~~~·~d-~/;?~. Al. aplicar ANOVA (análisi~ de varianza) con. 

c1asi1ú:aCi~rÍ--,~-dC;b'1e ',,·Y. ··T de student encontramos que solo hubo 

dife~.~~2'¡_·~~"~,~~:g~:i.~i-¿a·t,¡v;s al comparar al testigo negativo con el de 

con el tratamiento de 20 ng/ml más la 
... . '.: . · .... 

dosiS d_~·:·~0~." ~~/ml para ambos donadores y para la dosis de reto de 

41Z1t!J. ng/ml s:o10 hubo diferencia significativa con el testigo negiltivo 

y el de:reto, (Tabla número 5}, debido a que l<:\s frecuencias de ICH de 

lOs controles positivos (s6lu dosis ele reto) tienden a sE:"r al tos 

mientras que las dosis adaptativas no. En testigos negativos (cólo 

closjs de ar:laptaci6n) la frec::uencia rh"" lCH fue ligerarnL.;.nt{! variablr! 
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para ambos tratamientos y .. ambos donadores; como en el caGo del 

donador 1 · ~on. -·la'. c:iO~Ú;:. de·:·-r:été> ·de, 2':'0. ng/ml que muestra para To una 

X= 8.26 y ·T_5;_x·~/B .• ~~:~:~":' ·iCH:J ·:áüriqu~ ,las diferancias.son muy pequeñas 

en ambos- su'..iet.~~\·~~~·;·~. ~·pg·~-~·.··~onSer~ando ·en todas las concentraciones 

utili~O:ér~-~~.'.~-/~.~~-f~~:,~·i,::~·:.<-i~~~~~rlé-~a: d.4:1 _ICH son dependientes de la 

Concent~~·Ció~·::':·d~~-,.M.~C~·;_\Jna··:ci.ismi.n~ción de 30 a 50 X. de ICH inducida 

por MMC fue···obServ-ada ·en .cultivos ·de ambos súJetos (Tabla nómero ·6) ... - ;-:: ·-:· .. -.... :.:·: .. ·.-: .. 
en ·comP~raci~-~ ~·:~·a~i.·.:ya~?,:..- eSPerado el cL.1al se obtUvo con la siguiente 

formU18.: 

Valore~p~~¡~~".::~~l~;: ~ .. DA. +.Vale~ de DR - Valor deÍl téstigo n~g. 
En la· tabla m;tmE!ro 6 se encuentran resumidos los.resultados de 

ambo~ t~~t·~~i::,·~~~<;:'.; ~.~~-ª~·~res, la P!"irne.ra columna i~di~a él :ti'po de 

trata_'!'ien~·~':·. )~--~~ -~~g-ti.i~Mt~·:: la. ·media' de I~H_· Obser-'vádO ' para cada 

tratamiénto:. ¿6~··-~u::.:~·~~~~ '. ~standar, des¡Jués. el vaÚJ~·. q,~~ se· hubiera 

esp~ra~o ''-~Y l~ ultima colúmna presenta l.os porcentajes de inhibii:ión 
.. ' . . . . 

que sé obtUVier6n. En la misma to?tila se pon'e de· manifiesto que al 

comparar '1os valores de ICH observados can los esperados, la 

diferencia para ambos d.onadores es. riotoria ya que el valor observado 

es muy inferior al esperado. En el ensayo con la dosis de 200 ng/ml 

la mínima inhibición fue de 36.981. para el donador 1 y para el 2 fL.1e 

de 34. 70'l. y la máxima fue de 49.26X y 42.09'l. respectivamente, 

mientras que el ensayo con la dosis de reto de 40IZI ng/ml el 

pcircenlaJe de inhibición m.inimn µara el donador 1 fue de 30.22% y 

para el donador 2 de 30.3fll'X mientra.s que la má:dma fue de 53.S'l. y 

45.90% respectivamente. Esto se observa de forma más objetiva en la 

gráfica 2 y :::: é!n las que se comparan por medio de barras los valores 
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Gráfica No.1 

50 100 150 200 250 300 Dosis (ng,,m/J 

Frecuencia de intercambio de cromcí'tidás· hermanas producidas 
por la riiitomicina e en cultivo de tinfocit:os humanos. 
Análisis de regresión lineal: Y=0,074.2 :: !· 11.39 

r=0.921 
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TABLA3 

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

DOSIS X ICH ± e.e. l.M. 
ng/ml % 

o 7.3 0.42 1.0 

50 13.0· 0.75 1.4 

75 !SS 0.59 1.1 

100 23.s· 1.07 1.2 

150 23.s· 0.97 1.0 

300 3JY 1.37 0.5 

e.l' ... [rror l'Sland.tr t.M. Indice Mitotiro 

• 01ferencia s1gnif1~·atrva ron t de r.tud<'nl p-0.01 

- U1fere!'lcia 11ignifK"aliva ron Xi cuadrada ~01 

l-J.inálisi11del"l'gT't'Si6nlinealr·trael U-.i:y-ü.0742x + 11.39 
.-o.9n 

PROLIFERAC!ON CELULAR 
la 2a 3a !.R. 

19 60 21 2.02 

27 60 13 1.87 

37 62 7 1.82" 

39 'S7 4 1.65 .. 

43 53 4 1.61 .. 

43 56 1 1.56-

LR Indice de replitad6n 



ng/ml 

To 

T5 

TABLA 4 

FRECUENCIAS DEL INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS OBSERVADAS EN 
LA RESPUESTA ADAPTATIVA INDUCIDA CON MITOMICINA C EN 

EN CULTIVO DE LINFOCITOS HUMANOS 

DONADOR 1 DONADOR 2 
!CH ± e.e. ng/ml ICH ± e.e. ng/ml !CH ± e.e. ng/ml !CH 

8.2&' 0.52 P200 20.16 0.55 To 6.73' 0.42 P200 IS.O& 

8.60 h 0.60 PS+ 200 10.39 h 0.64 T5 7.83' 0.55 P5+ 200 8.2" 

±. 

Tltl 10.73"'" 0.43 PlO + 200 10.9'" 0.63 no 8.76'" 0.65 Pl0+200 9.26"" 

no 11.11º'" 0.40 P20+ 200 14.5'" 0.8.~ no 10.53'" 0.61 P20+200 11.0'" 

C".c. = error eslandar 

• Si¡¡nificativo respecto a su problema (l') después de aplicar ANOVA con clasificación doble y T de student. 

'Significativo n·speclo a Mitomicina e después de aplicar T de student p=0.01 

• Sir,nificatirn rt'Speclo a su testigo negativo (To) después de aplicar T de student p=0.01 

e.e. 

0.99 

0.51 

0.66 

0.61 



TABLA5 

FRECUENCIAS DE IN1ERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS OBSERVADAS 
EN LA RESPUESTA ADAPTATIVA INDUCIDA CON MITOMlCINA C 

EN CULTIVO DE LINFOCITOS HUMANOS 

DONADOR 1 DONADOR2 

ng/ml !CH te.e. ng/ml !CH! e.e. ng/ml !CH j:e.e. ng/ml !CH ;te.e. 

TO 7.8' 0.39 P400 17.86 1.04 TO 7.4' 0.91 

T5 B.O" 0.51 P5+400 8.3" 0.49 TS 7.7" o.so 

TIO 11.0"" 0.48 P10+400 12.5"" 0.66 110 10.4"" 
,,, 

o.56 

T20 12.3"" 0.45 P20+400 15.6"" 0.78 T20 13.1"" 0.72 

f'.e.= Error e!tLlndar 
- ·~ -. • • ; '.'e-

' ~ignifirativo n~re<"to d su problema (p) despucs de dplicar ANOVA condasifi~ación doMe y T d·~slU~~ni.: ·_ 

"~ignifü"ali\'o n~pt-t·to .t Mítomicina. C después de aplicarT de Studenl p=0.01 

•significAtivo respcdna su testigo negativo (fo) despu~ de aplicar T de Student p=0.01 



TABLA 6 

RESPUESTA ADAPTATIVA INDUCIDA POR MJTOMICINA C 
INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS OBSERVADAS 

EN CULTIVO DE LINFOCITOS HUMANOS 

OONADOR 1 DONADOR 2 

ll~ATAM!ENTO ICH e.e. ICH INHIBIOON !CH , ....... 1 · IC.H ,¡ lNHllllClllN 

nr./ml Ol<SERVAOO FSl'ERAOO % OBSERVADO FSl'fJ~AOO % 

Trs1u.:1..l{n) S.26 0.52 6.73 0.92 

1\\1.l'"(WO) 20.16 0.55 15.06 0.99 

M~l1'.IJA(S) 8.lño O.óO 7.83a 0.55 
MJ\h'.D/\{10) 1l1.i3a,t- 0.43 8.76a,b 0.65 
MMt".IJ.'\("!.0) 11.11 .. h 0.40 1D.53a,b 0.61 

Ml\lt".lh\+ DR(5+200l lo.39o,b 0.64 20.50 49.26 8.2a 0.51 , .. 1416 1 ··42.09 

MJ\!t".I>:\+ URl.lll-+ '200) 10.99a,lt 0.63 22.63 51.43 9.26a.b O.ó6 ' 15.09. 38.63 

MML.l)/\ + D~2n + :?llOl 14.5 •• b 0.8.1 '.13.01, 36.98 11.0e,b O.ól 10.86 .. ::W.70 

Tr .. 'i\ll:1,.'(0) 7.8 0.39 7.43 0.39 
MJ\h.'l4lM.l) 17.t!ó : 1.04 17.83 0.91 
!\1Mt'.ll:\t5) H.0 .. . 0.51 7.73a,b 0.40 

MJ\tL°.DA{IO) 11.0 .i.,b 0.48 10.46 a,b 0.81 

M:-Oli..'.IJA(:'.Oi 1~1.l .. ,l- 0.45 13.1 a,b 0.56 
\IM• '.ll:\+ OR(S+ 400) 8.3.'• o.49 18.06 53.8 9.6 a,b o.so 

1 
17.1 

1 
~.27 

Mfi.h.'.I)•\ + UR(lO + 400) 12.5.~4,b 0.66 21.06 40.5 10.7611.b o.56 19.83 45.90 

~1M1 '.1 H • llR (20 + 400) 15.~.s,1' 0.7R 2240 30.22 13.96 a.b 0.72 20.03 30.30 

nt\'" l" lSIS DE ,\OAl'f\t"lt 1~ OR• DOSIS DE REr0 e.e.""ERRORCSI'ANDAR 

VAU)!{ DEll'll l~l'~.K1\lX)- \'Al.OROUrn:-.:1oocoN t.A DA~ VALOR OIJTENIDOCONLADR- VALORDELTFS'IlGO 

.1-Sl<•NlflCATIVO ke;rr;no AMffilMICINA e 

i.- ~lGNtFlC Anvo Rl-~t·E<.,O 1\ Sll 115111.:0 
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DISCUSION 

Recientemente han surgido .u,na serie de investigaciones para 

demostrar si es posible inducir un mecanismo de reparación de DNA y 

determinar el tipo de lesiones clastogénicas que pudiE>r.:l afectar. La 

mayoria de estas se han reali::ado ~tsando como agente estimulante la 

radiación y estiman el datío celular por. medio de aberraeiones 

cromosómicas ya sea en bacterias, plantas, linfocitos y fibroblastos 

humanos, razón por la cual se reali:za este trabajo con el muta.geno 

quimico mitomicina C, y para evaluar el potencial de este antibiótico 

como inductor de respuesta adaptativa se estimo el dqño celular por 

medio de intercambio de cromá.tidas hermanas que se consideran 

indicadores extremadamente . sensitivos de cromosomas dañados (67). La 

MMC se considera _un derivado del uretano y la· etihmamima a la vez 

que posee propiedades antibacterianas y anti~umorales debido a !..U 

interac~ión . con el DNA actuando como agente alquilan te bi funcional 

por lo cuai Se le considera 1uerte- inductor de ICH y como prototipo 

de agente illquilante biorred~ctivo para uso clínico (54,61). 

Los resultados mostrados en la tabla 4 y 5 demt1estran la 

capa~idad de: los lintOCitos· humanos para inducir un mecaniGmo de 

repara.Ció':' previa exposición .de MMC y posterior desafio a dosis 

mayores con lo que demostramos que se llevó a cabo el proceso 

_denominado "Respuesta Adaptativa" manifestandose en que no hay gran 

dife!rencia en el nómero de ICH antes y después del tratt1miento. 

Efectos similares fuerón observados por Cairns en 1970 en cultivo:; de 

~que son e:cpuestos a dosis bajas de MNNG y desafiados con tina 

.dosis mayor de agentes alquilantes encontrandose una marcada 
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difer"encia al efecto letal y muta.génico en células adaptadas 

comparadas con controles ·no adaptados (52). 

El mismo efecto se ha observado en linfocitos humanos y algunas 

bac:terias_estimulDdas con radiaciones de bajo nivel y post'eriormente 

desafiados c:on dosis mayores del mismo o diferente agente estimulante 

en los· que se ha obtenido menor. frecuencia de aberraciones que las 

esperadas (4,20,53). En este trabajo los resultados de R.A son 

similares en ambos donadores y ambos tratamientos aunque los valores 

fuerén significativamente ·diferentes, es decir, que aunque se 

manejaron las mismas condiciones de cultivo y tratamientos los 

nómeros de .ICH. son variables debido a que se ~a demostrado que existe 

una. heterogeneidad entre individuos, ya que tienen diferente 

sensibilidad 'al antibiótico y también a que dos tratamientos no 

pueden tener la misma cantidad de células (4,37 1 53). En cuanto a los 

tratamientos. se encontró la mejor R.A con la dosis de desafio de 401Zl 

ng/ml y una hora de contacto· con la '.MMC ya que para ambos donadores 

no hubo diferencia significativa con ninguna de las tres dosis 

estimulantes' máS la dosis de ·desaf.i.0, 'efecto que si se observó con la 

dosis de .2mm ng/m~ :en la. cual si hubo diferencia significativa con la 

dosis; . estimulante de ·20· ng(m_l· para ambos ·donadores, por lo cual 

podemo'.5. g.ener~li~ar diciendo que , en ·ambos tratamientos y ambos 

doíÍádores - si· fue . posi.ble ·inducir una. R. A independientemente del 

tiempo y concentración de ta MMC con los lirifocitos, obteniendose la 

mejor· R.A con las· dosis estimulantes de .. 5 y 10 ng/ml. La esencia de 

este feném'eno es una preexposiciOn p_reeliminar con una dosis baja . 
prácticamente no mutagénica de ,agentes qu!inicos o radiaciones lo que 

provoca un.a t"esistenc:ia significativa de las células a la acción 
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desafiante del mismo u ot~o ,agente (19,62). Se ha observado que con 

dosis muy altas del ,agerÍ~e e:stimUlánte utilizadas como dosis de 

adaptación no ~ay 'R:A;· · ·~·~mo·.· ·es·· ·e1·-.=caso ·de' fibroblastos humanos 

estimulados con 1:·~i·~~C~;1it~O:,.~~~ .. S.,_ol~~ióii··izi~-J.. «M de MNN13 a intervalos 

de 12 hrs. ·p~r ·.~'..rl'~~~'4\:ti~t-~~_{~~-t·~~·::.<Y.·.·~eSpués de dos_a tres· hrs. 

La R.A se d~be :a,'.; __ 1~ -t~·du~-~Úl~:~·d·~.,U'~- Si.Stema eniimát.ico ·reparador 
_,,. 

..' ·., ·-. 
en el cual las célu~as· retie,ner:-i un_a.memoria de expC?sición manifestada 

por la expresión de: a1gµna~ :p~~t~1na? que p_U17deó ~er ~andidcitas 

potenciales para reparar DNA :cs2,62,69) 1 indi.cando que:.inVoluc_ra la 

inducción de uno o más genes en respuesta a la eKposfción· de bajos 

niveles de agentes alquilantes. 

En ~se ha mantenido por años que _la o-6-métilguanina- (0-

6-meG) es la más importante lesión premutagénica inducida ·en DNA .por 
- , .. 

agentes alquilantes y en la reparación de dicha lesi6n·:·se_:involucra 

una adaptación muta.génica mani festandose_ en un aum·~;:~~ .;'~~;·l·~~ .n¡~~~~s 
de 0-6-meG-DNA-meti l transferasa ( 10, 13). 

En la R.A participan por lo.menos cu8:tr:o genés: 'e1·geri ADA que 

ac:túa como consecuencia de la baja eMposic.i~n, .Y. p'06e~ ~actividad· de 

metil transferasa y de activador:- tr~nscr~Pc::.¡
1

~~~}· 'o -~~Q~lador de la R.A 

por la propia metilaci6n :sobre la ~e_!3ª1'.-:aci6_':' de metilfosfotriester 

en el DNA (57,60). La enzima .. o.:..6-me~-DNA-meti l transferasa es 

transportada al aceptar guanina Y. deme!.ti~a los resi~uos meG inducida 

por las dosis de reto (10,20,44,46,60).' 

La 0-6-meG-ONA- meti 1 transfera?a también repara la 0-4-

metilguanina aunque más lentamen.te_. También se. han involuc:rado tres 

genes más que actúan en la R.A y son el gen Alk que induce la 3-
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metiladenina-DNA-glicosilasc>. 1 l~ cual repara la lesión citotó~:ica 3-

meti ladenina o b_ien 0-2-meti 1 tiamina y 0-2-meti 1 ci tesina y en baja 

proporción ia N-7-:- met.ilguanin.a' (20;21,39,44 1 46). Los genes alk B y 
- . -.. - ., ,._,. . . 

Aid hacen a las· células' más' reS1stentes a la muerte celular pero su 

mecanismo ~ también contiene 

otros genés' de· .. ~:--~~;~~~~~!~~--.~:~-~·~: ~o ---~-~:~~-~~écen al a la R.A coma son el 
'"e:·".'·-=·· 

9en OBT que repara l.a~_lesÍcines p-6-metilguanina y 0-4-metil tiamina y 

el gen Tag:T CrUe:!ió.lo--rSPá~a \~'~i~n-~'~ 3-metiladenina (20). 

Hay· urla: i9fa~)'~~.i~~~~~,~~ ::~4-~~~, l4·~~1!~Stencia de una posible R.A en 

linfoci
0

t~~\~hÜ~~~-~'~"{::· .. :~~¡~~·J.~~·.-::~?\·~ -~~'centrada en E. coli (Samson y 
~-. ''-::.·_.:··~ -·.-:__.,~-~---

Cairns 1977) ·;\i~~·c:élÚlitS'."'dS·· ,::cedores (Samson y Schwartz 198t'.l) ya que la .. ·,:,· ... ;;;···,·. 
enzimá,' .. riÑA:.:mr;tiit:r:ansfe~asa·-'· ·Y glic~-silasa se ha encontrado en --., 
linfoé:itOS:. húmitln:os·/.,Jlfá.Cántá;· t_eJ.ido fetal humano y células tumorales 

humanas s~~---~:~t:·f~u·~~·~: ~ cu.ando son estimuladas se inducen de 20 a 
- ' .. . . _:'.; ;>-··. : 

3121121121 moléc'ulas más por_célula-.y se han visto incrementos de 1~0 veces 

o mAs -lo~ ·ni;ei~st-~ .. ~~~--o-6~m~G-DNA-metil transferasa ( 13,20). También 
. . . 'l.. . 

la 0-6-alq':'ilguanii:ta ·Se ha ·.Considerado una lesión de importancia en 

células y tejidos efe. mam!-feros~ En cultivos de células de mamíferos 

la 07"6-met.ilgua.niria es', ~!'lplicada en muta.genesis por agentes 

alquilantes (12,40) ,·.y·- es ·una --evideiicia considera.ble que la 0-6-

alquilguanina puede ser involucrada en la producción de tumores en 

experimentos con ani;ii.:tles por carcinogenos _alqL1ilantes. En gener.:11, 

los agentea alquilantes que pr9ducen poca 0-6-alquilguanina en ONA 

son carcinogenos débiles. En resumen, diferente proporción en Ja 

reparación da esta lesión en tejidos blanco tienen un efecto profundo 

sobre la prode..1cción de tumores. 
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Por ejemplo, la producción de tumores en cerebro de ratas 

jovenes tratadas con N-metil-N-nitrosourea CMNU) es correlacionada 

con la persistencia de 0-6-alquilguanina en el Órgano b.ianco· • 
. ·. . . 

Similarmente, tra tamien to.s crón_icos con N-meti 1-_N.:..ni trosourea. da 

como resultado tUmores . neurales~ .en enp9rimentos 'con'.:.: ~ri-fffi~1e1:(:Y es -,, 
acompañada por u'na acumulación progre~iva~: de ·0~6.;.me·t"ü'.~i::t~~-;.i;~~·,,~~·~: e1 

cerebro sin ninguna acumulación __ en~· o_tr;-~ , t~J ~do .:(~0).~~ ;-~~~-~:~~;~·.·:_:~o;~o~~~o 
que ciertos 

meti !guanina 

:.t~Jidos células·. pueden··.· remover la,0-6-

o..::6~_etiÍQ.Uclni"~~-:} __ :i_:'-~ ::_"<·~~" ONA 
- . ' ·:·· " 

_(5,6, 7, 15,24,30, 41,47 ,4e;'Si~ s5/64~·6s> ~-·~:tina· a~tiV:ic:fad · "enzimática que 

transfiere el grupo -0~6-a~·q-~i.{:··~;·~-:'i~~·l~~-~ ;::f_~,r:m_ancÍ~ S-alquilcisteina 

en una molécula aceptora,··as·t~ : .. ~-~~~~~ .. t~·:;en··:~·n~·~,variedad de rnam.i.1eros, 

incluyendo tejidos humanos ::c~·~1i.}i6;33 1 3_4;42,49,SIZl,68, 72). Se ha 

encontrado gran actividad de, t;.~B.~~:~:r~sa en_: higado de hamster qLh:.­

contiene aproKimadamente 22;000 :~O'ié~Ü .. lc!."S. ·por. célula, en higado de 

hígado humano de 6121121, 000 a 
._.,. 

90121,000 por célula. En ~~iti~os:::~·91ulares humanos aproximadamente 
- .: .. -:" . ..'-" :: 

100,000 moléculas por céll1l'a~'-.La :;-.·acti'Vidad de transferasa y aceptor 

son aparentemente produci_dáS··::.:Por:·;~a" m_i_:~m_a" ·pr~te.í.na (11), y las 

propiE:tdades bioquimicas·· ·:d'~>~~-~:t~~J'.~~s_~ .. y_. ~umanos .son similares. En 

varios estudios se ha ené:~-n-tl'."adO·:qUS )a., R.A e's .sif!!ilar. a la de ~ 

.kQ.!!. (72). En célu.las de·h.~~st-~-r.:.'c~inO~- ·v·~rus S~··41J expuestos a dosis 

bajas .de MNNG hace a las· _cé1J1·a~ trias resistentes a la inducción de 

ICH (34). 
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ESTA TESIS 
SAUft BE LA 

CONCLUSIONES 

NO DEBE 
füiJLiülECA 

1.- Se determino que la mitomicina C tiene un efecto dosis 

dependiente sobre la frecuenc:ia de intercambio de cromátidas 

hermanas. 

2.- Se observó una Respu~sta Adapt.ativa empleando a la Mitomicina C 

agente estimulante. 

3.- Las dosis estimulantes con las que se observó una· mejor respuesta 

adaptativa fuerón 5 y 11Zl ng/ml de-Mitom!cina~C. 

. . . . 
4.- La concentración en el tiempo es u·n.~ ·de!t~~~·f.nante c'Í'".i.ti.Ca para 

obtener la Respuesta Adaptativa. En ·este,· caso con 20 ng/ml ln 

respuesta declina. 

5.- No se observarán diferencias significativas· en la Respuesta de 

ambos donadores. 

6.- El fenómeno de Respuesta:. _Adaptativa se debe probablemente a la 

inducción de un sistema de reparación. 
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Escherichia col i . :·a~.·~p·ted.·~: t?\::~,-~Z;~~-t~Y)~·~-f:~"~~r?~~~·ni~'r~~~g~_an~dine. 

Chem •. s101. 1.nt~r.act.'.:~.1~\~,~ri ;> ·\~~~-~::~·-;;1>~-:~·:;·;;i:·,·t\~- __ :,,_.: .. ,-:·· 
66 .• -.>·.SWa~·,_. ~:.· :-·~\-:.~::: andI-.' •""'--'N•·:J1979) •.. ;-.•Induction of rat 

_ .. : !. •· ;.·i~ ,:,:--!._,-i~:~:~~·Nif~-.1~.¿~~·:~.--~~:r,,::P<.~~;::;·~: \~'.:,.-'· .. -:.:;~.'.-. >~:·. 
kidne'y. tUmours .. bY.'..e'.thy_l: methylrisu_l f~nate·:.;.f and.irier.Vous_-;.tisSUe · tUm6urs 

~(::.'> .~ .. -~.~,:~·~·'">"-'·~~-;~~:~i>#0F~·f.~fii~}:¡p -¿R~~"<,_..,-e_::.: t·.," . ,; '· 
by 'me!~hyi·~~i:h~~-~ ·sulfonate·.;;:Proc".'\Natl 5AH~71·,. 639.: 

' -,,;~ ,:,,. .. '·_;: .. ' . . ·_:,'J<~ftt·.i'1P:~~'.01 ::~~1{';{¿_:·.: 7~~'.:~7;;'~:;;.;:::::.-. ~\-/., ' 
:67 .- "··Taylor.."··J .'.~::;!H.\: ( 1958)-.'~<; Sis romatid; differentiation. 

G~~~t:?.z':t;'i;i~~~;?~f;H~f Jd·:,:tr~~~J.::/ t1J~ l1~-1<'1b~.:a0;,~b~1:-ª2;s,;t{~ª·· .. dsio~ of 0-6-
· met~·/Í-gu;.~1.~~;},:--~~-~-6-~· ,'/the '<•~NA}<by;,.:.-;,ti~·~~n~ •. determinad by 

~en~·i ~·i~'a·: c~·~Piit1 t:o~. ~~th-~J ~;, ca.~ctrtJ~;~~~~.¡;~;j-3,-: ._92;s·. 

Burkart ( 1990). 
" .r': -~-- .. -·. -. . .. .... . .. , : . ._ ,; 

Adaptive. res~?~.~~ . t~_: lo~ ·.~.ose's of x-;~yS: iñ human. blood lymphocytes. 

MU'taf10n -Res·. _·_~43, -.- 53-56_. 

70.-. Vi~ay~l.aXmi; a'nd· w.-. Blll''..k'art,~-.- (1969). Resistance and cross 

resistance to .chro~oSome·dama_ge ~~.'.·-~u~~'" bl'ood lymp.hocytes. adaptad to 

bleomycin. Mutation Res: 2~1,_·~--5:·····- .. 

71..-· Naldsteein, E~,~·' ~:c_:a~~··':E.' H:_,,. Bend_er, M. A., and Setlow, 

R. B. '(1'182). Abilities of e_K~~~.ct~_-·o_f··~uffi·~·n· in l_ymphocytes to remov~ 

0-6-methylguanine frÓm DNA. ··M~~.":i.ti~n:.·_.~es., .45, 405. 
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72 .. - Wa~dstei"!, 

Adaptive increase of· 

E. A. J E-H and Set 1 oN, R. B. (1982). 
. . . . 

0-6-m~~·hylgUani!'l_e-ac.cé!ptor pr~t0in , He la· cel ls 

fol lowirig N.-meth-rl-N-n~ ~r~-N-::!11.tr:-.~s~guái:'l;d~-"~ _ t.r:eatm_~·nt.· NUc-le!c, 

Aoids~3~:·· w:::.
4

:~
5

'.·(l.' and' ~'. Sa~aU 'c.1~9'1'.) .':A~;;-pt~~: ~espons to 

chromosome da-~a~~-~:-ú,· ~~l t'~-~ed h~ma;; >J.ynlpho·~·;·t:ci~/p·,.. J.~~~:f:With 'lOW :doses 
: :- . .-... : . .. ' . - - : .. ·:·;.-:..:; ·~) .. - .~.·, ,--

of x-rays. !1u~a~ro·i:i Res. 2~_6 J · 179-;--186; :- - ' .·.\:!· •. .:f,>~::·~!··~.-~--~---.';' "·.~'.:_-. ,. -

A., áñd. ·.-r. u.··s~h~~} ~:é~;~-!_(:~';9~··)\·; :~-i~~d.~~E~·t·ú~~s-
. . . . ~,·;:· .- ' l--

74.:c Wojzcik, of an 

adaptive response ·1n c:..s7 ·aL ~-i~e ···pr·~~¡:;x·p·OS'~-~{·"i~':~vi~·;:;,. 't~ · lOw··,doSes of 

ionizing radiation ~ Mutatioii R~s. 243·~ -~670:::73S·~~::-¡,: :/>+ :.!--_ .. 

73 .. - Wolff, s. (¡~82)·~-· ·c~~-~~-~·i6:~~~·"·_,~~¿~~ratiOn; :: SCE, 

lesions that. p:oduce t.hem •. Mutaiic:i~~ ..... ~~~-.. : "ija; .. ,:_~~5~3-5.~_·.-
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