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:::::':.:;:~;~~li!if ~~¡Wf:~~i~~~;~1~::~::º;::~:;~:~~n;:,::~ 
ser humano··es contioversiáU::Estüdfos previos en nuestro laboratorio mostraron 

. ·.··,\" :J< ; :·,~:· ::.\\l.'i::?:1~;~~f-!'.f0~:~?{<)1frt'.i::<f{}ji~). ~~i:\;_~b~'.>;":/-::·;_:>.:, :< .: .::_~--:- :· ·. ' :. ' ''' · . .'' : . ' ' • • , 
que el MTZ al :mi¡¡'rrio't1eJ:i1po ;~emcrementar la prohferac1on celular produce daño 

. __ : <--~: '.- :~_, :· .. <· .. ~:~.:.'.·,~'z:~:tfh7:~':};;~;r1··e:~~: :.::· ~-~~ :,':::·::::· ,'.;/ ,'' ·'.:;: __ , !~: ';:;.::;:_ . ;.- -_· 
al DNA en· linfoéitOs':deJriaividuos tratados con el medicamento, además de ser 

.· :·. ·.' :-'.· :, •. _ .:·;;<::·:~_:'': :· :<·:·::.:y~~::g:~~-t./ '..:¡ .:< ;~ ·: ;, /,'· .{~'.~<.'. :_ -- ·.:~·-~ .: ; ..... ·<·:·- -·~ :: ·::t.:>··:.·": __ ' 
evidenteUria, respllestad ndividuaLa ;,dichos efectos. Dado el papel que tiene Ja 

prot~Ína ~ s~~r~~O~~ '. de t'uinores Psá c-b~o uguardián del genoma" se propuso que 

MTZ pudi~ra- estar alterando lasJu~:diones · de P53. Con el fin de entender estos 
. · .. · .. . - . ' ---- - .-·· ..... . -. ·.- . 

efecf~s ásÍ .como la respuesta i:óCiiZria~ii;; ~xaJuamos si el MTZ y sus metabolitos 
' _-_ , ·. '. ---.- .- :·.· ........... ·. , .- . ' ... .. 

producía daño clastogénico, si acti~k¡i:)~'''. :Ps3 así como la relación de estas 

respuestas con la capacidad proliÍeri1:1t~Yy,:· i~ susceptibilidad individual, para lo 

cual se realizó un estudio ex ,vi~bbbn'. 'iirií~citos de individuos tratados con MTZ así 
,- _-- . - . ___ -· - . .. · ~_.::~;· : ,-;,~_:;~:-~r)'i'~;>::_:,·::: :· · -.:~'_. !;:·.-_;·,.·.· 

como también/ cl1ltivos ·'de'lirifc)dt0s \·humanos y de líneas celulares con diferente 

estadofuncional . ,dePps'il~~·fj~fd~ i: t~~tados · ·· a .diferentes concentraciones de MTZ 

~~t~kti¡f jlfii~f~l~fjl~;[~f~fii~:º'd:f~:::!º'~;:;'";e q::ñ~ 
clastogénicojeiifoélülásiliumai1ás';'coirio;ronipiri\ ieritos de cadena sencilla de DNA y 

mic~?~~;~J:~g'.~(2f'V\f!i!f:(@~[~~~~~J~~~i.~~r~1~\~~·$~~t~~l'.)itj~~emento en los niveles de la 
proteína:'~upresora ·moresfF~531~'.ASíiiñisñio?sibien el MTZ no afecta de manera 

; .... ~;. :·:.::-.. ::_: . : <:::::·-'.;.t~.1:-.:{(:~}i:+%t}J; . . .. ~:~.{1;:1_~:;~~wj:~{'·.~1 0~'.'{}.;.!:tf ~\~~·~·:.(1:ff~V·:lt\~~~~ ·f.f." 'it~ ·.· ,, ·:·· .·: 
directa lasJ~rició _ --· '-- . , _ á;;lafaus:en~fa\d~Júricionalidad de esta proteína permite 

:e:a~:il\~t::.l!l\fll~~~11{f ~E:,:~ :::'::::u::,: i~d;::al0e:~: 
inducción'.Cle:'. láfpr.ótéíiúi\Ps:farifo' el tratamiento con MTZ y sus metabolitos tanto 

:, -._ .·::;·,-... :~fR~·~·::/~ 1:::~:~::~;;';~~!.t~-:.;:rr¡:i;\~;1~?:~\f~D:k. : ->.::: ... :> ~~:~ ·I .-- . - · 
en el estud10) '!.X!úzúo:: como ·Em el m vitro. De acuerdo con nuestros resultados, al 

menos in'.;~,f ~~tt~~~~~~--~~~tJf~ib~~s están ligadas a la magnitud del daño inducido. Sin 
embargo; otr9s ~Jáctbres · como las diferencias a nivel del metabolismo, reparación 

.-'. ::.\::::.::~:i*.-:::~~~~-S:~?~:~~:<.:~~~::.:_;'. · ·:: 
del daño al >.D1t~re:·üú::luso genes relacionados con la regulación del ciclo celular y 

los pm;tos ~,~~F~~Íiancia, deben de estar involucrados en la susceptibilidad 

individuai:~ -Jb~ efectos genotóxicos del MTZ y sus metabolitos . 
. _.·,·:~rú'-: :¡ 
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Abstract. 

Metronidazole (MTZ) is one C>Íthe ~ost used antiparasitic and antibiotics drug in 

the world. However its génotoxiC ~nd carc:inogenic potential far humans is under 

controversy. In a previous . study done by our group, we observed that in 

lymphocytes from individuals treated with MTZ, there was an increase in both cell 

proliferation and the amourit of DNA damage. Additionally an individual response 

was observed in these individuals. Since one of the roles of the tumor suppressor 

protein P53 is to be our "genome gp~rdian" we proposed that MTZ could be 

altering the funCti_ons of P53. In órdér, to understand this effects as well as the 

individual response.'·.we st\}di~d-_{if'~f z'L~~d its hydro>.1' and acetic metabolites 

could be producin~ cl~~t?g~nÍ,c~d:~dl~~~%f~'.this damage could be activating the P53 

protein and the relatiori óf1:h~~e·1~fi~6t~1~~~~'t~~·ceU proliferation capacity and the 
_ . . ·, - :' : ... - : . :·-- . : .:· .. ·. :_~ .. -·.-._:::·Tr.:\:\;It;\3·:.~iJ~'.,, ~~/:j~~~/;:<.\:\/_~ .. _.: '-": 

individual susceptibilitY. We realizedián;'ex.vi\10 study with lymphocytes from 
, ' . - . . . ' .< ' -.;.~\ ."i' ·;., ) ..... ·.-.;.' <.¡-1_·>~~ ;_./ ,j, ' ; 

individuals treated with MTZ as welrás'tultures of human lymphocytes and of cell 

lines with different P53 fu~ctio~~llt)i;'tf~~~~d with different doses of MTZ and its 
- ' .. : .. _;.·•· .. '"·· ·,,. ·- .. 

metabolites. Our results indicatedthlít.MTZ and its hydro>.1' and acetic metabolites 

produce different types ·ofD&.A'.·;d~p1a.Í~\in human cells, as DNA single strand 

breaks and micronuclei: ~hik_d~ill~g~+~~hlted in the in crease of P53 protein levels. 

Although MT_z di~ not,~lf~~~ci;:ciffec"Üithe.:activity of P53, our results showed that 

:::::::~~~~~~filf jr7 !1fü~~it~~1~~~.~~¿;~:~~ ~:~:~~:::l:l: 
indivÍq'tiiI:~~i~CJ~~eÍri th~;Ps3a6tiv~~ib~. ,Accordingly with our results, at least in 

vivo; th~~e diff~reI1ces ~é~eÍinked\o the magnitude of damage produced, although 
... '.' - ._ . . . ' . - ' _.,. ~ . 

otherfactoÍ:s a~ differen~~s in metabolism of MTZ, DNA repair as well as in genes 

that. participateiri: cell cy6Ie and checkpoint regulation must be involved in the 

individ~aI.i~s~~pÚbÍütyin the genotoxic effects of MTZ and its metabolites. 

11 



l. CICLO CELULAR. 
...., ... . . ;·-.... " .'. ; 

El proceso de la prolif~raci$~}'be{ri1~·r es la culminación de una serie de 

eventos que permiten que l.ln.a" ;béirila ··s~ clivÍclri, ·como resultado de la citocinesis, en 
... ·, ,_,,-,:: _' .. '."° -~, :··>·i""'/_•:::'"._t:f .. ~5···.f>(/:>-.:: .-:~--, ··:·_·:: ··:· , __ 

dos células proge~ito;as· qu~ ·te~drán la misma información genética que la original 

(Nasmyth, · ¡g96)'J !\;'E·~ ,, ~6rijl.lri~ci; :~stos eventos estrictamente regulados son lo que 
·=_: __ - · _._ :,·_:·':>/:_~ >"¡'.-~::;:_·~~-~ -~-;_S'(C'.:~:;_· }'. ... ;~:_.,~:e;_,;:·: :'.,'>. · · _- - ·. 

conocemos ' é8m ... ,,:i''iélo:'tcelülár . .. La pérdida del control del ciclo celular puede 

deseiíéadéri~r} :;~~~~~ de la célula o bien, la proliferación desregulada de 

las ~éiK1~~Jfa~j"~ ,. . . p~Óp'ii:> del estado canceroso. Hoy se acepta que una de las 
·: ·.. . - ~· : :_ :· ·:::\~\~·:'.~i ~i;Js_1_;- _ .;:~'.;~;'.-~!iY,~F-.:t\~:-::::~rJ.:.>.<.: .. - .. __ . · . ~ _ : 

caraderísticaá)::iasicas': d.e',las células cancerosas es la pérdida de la capacidad de 

ccmtrolir ~G' 2i~6úrii~tif6 y división, las células malignas se dividen cuando y donde 

no deb~rÍ~~ hacerlo, siendo el resultado de su proliferación desorganizada la 

formación de un tumor (Evan y Voudsen, 2001). 

EL CONTROL DEL CICLO CELULAR. 

Para su entendimiento, el · ciclo de las células eucariontas es dividido en 

cuatro fases: G1, S, G2 y M (Figura 1). La fase S es el período de síntesis del DNA, 

durante el cual.a 'par,tir, d~ una\caclena se origina una segunda copia del genoma. En 

la fase M o de 111itdsisJ~s :a§s 8riptasde DNA ya como cromosomas condensados se 

seg~egan: *~i,~~~~J§}1t§'~?~i~aJ1~N;J~.?~··S~l~las hijas genéticamente iguales. El tiempo 

que trans9.~¡.·;::~ ¡¡~fü :tcí'#s; _y :ofra se denomina período de interfase. Los 
.- __ :"-~::~'_:.~-~'.::~1:;~~-:~Zi~f~~l-'·f.: •;!:;·~;:~~.- - r.;:;-:;-- ~,,:: · ·· -- - - -

período's :Gi~'yf{G;~t·''"'· os''f emporales de preparación previos a la duplicación 
- :. ~;~:~_~:~;:~(· :l~tf~\ -- -·:!.:,·i: (::;f': <.:~ .~ 

del DNAy'a\lii!éhVIs uHn: respectivamente (Salazar, 1998). 
_, .. · " !··~ ' 

.. t:~~~:~f~~ !i/_'_ ', 

Exi ..•.•.. , ., ,. .... " .... •{~n e~tado de "reposo" (o latente) de las células que no se 
:: :--::~: ::.; ,~~~\~~~*~:{4';~1~::/:~~~-~-i:-_.~ ;.;·~ : ;_!' .. ;_-~ __ --

en cu en traii i!!liJ f>~fa?.liféra Ció n denominado Go, en el cual el metabolismo principal de 
: ": _:,;;~'.~-\~J\Y::'t~_!;·~h\~~.:~r~~ ~~-r~::c . ·; .. :( .: :· ·. _:: 

la célula se:; eíi'é!J~rifra disminuido, incluyendo muchos de los procesos usualmente 
;:_::·:;-:_ ··:/»~'~;":\:;t::~p\~-'f.;,~-?~[;::;::_r-):: ·: · . 

activos comMef dei'fa transcripción y de la síntesis de proteínas. "In vivo" , la 
: ·. :·:_;_:n~':~¡•;_.{~~-~-.-i)<=tA;\:;\~:- : · ,: -_-- · 

mayoría delas céhilas de los mamíferos están en Go (Ford y Pardee, 1999). La falta 

de factOre~;Ed~ '. ci~cilTiiento puede causar la salida de las células del ciclo y su 
··- .. .. 
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·.;:~'.t2i~· , ~ , .. 

·entrad , , , , , c1on:,com acores·; . ecr~g{~Í~rit~ a su vez, puede inducir 
· ·, ·: · .· · ' . : .'~ : ;:'-.~':r:~:~:Yi~~!:~~::;:A~~~rr:~·.{·.~;'.~~f~flj*:?Y~tr&~,~Y#':rf~~1,i\;~~~~fr~:~~\~;:~ ·~~l:~~~~~~{;~~~~~;>.~,h~~~~~·,;1~tt~?.'.·;·'.·,,..r :.~;/ .\ ,.: · .. ·., · ·:. · · . 

. · n1:1~yamentefa:entrada'a}[estado :de rohferac19.n;qyemstem y Zhou, 1997). 
-.. .. -. iÍ~~~~~;-~· ·: \::~:-- . 

nana',•< ·:;c . . . . . . .. en los eucariontes está 
· : ., ... . :,· : .. ; :' .: ·,. .: ~· . :·'. . ·~'.·;,\~'':~:.:/i};W'.·.:i':'··· :·:A.·.-.·; :,:·~):~'1.:.;_;'.;~:·S~f~: :<<:;·\: .. ·, <· .. :··:· ·. 

coriipüesta:J' .. •' mplejos( rriúltifpro e1cos ;; fo'rmados por una subunidad catalítica 

if íl~~~~;;;1::111tli~d;~:~:~~~~~:f~;::;;~ 
ide.ntificado 9 unidades < ca~{~;!}i:~. ·~; .: ~rie potencialmente conforman 13 

; ,.:.·· ·,': .. ·. '..i • :>/::; :· _;(i;(-.~<-~;;;}~!:~_~)~:{~ . '.· ·;<?·':~ ~-;:¿ .. :~: '.' : "•'. 

complejos cinasas activos;(Jonns'óí{'. 'ef';i(:i.999; Webster, 2000). En células 

normale~ .• 1a, .• •• ~.1~yo~f~¡,~.~j(~~~:~~~~~~i~:~~S~~~~R~i~?,~.~cí~camente relacionadas con las 
distintas fases ::d.e1 :: Ciéf8'.iceítil~f;CH1iy~có'ili¡)i¡:;j~·~fenzimáticos para la fase G,, s y 

. '· .· ·.·.·_, . .-,·.: .: ~\·: ;;- ~~~'/:~ ;.~-;t~~·~·2:~~k:.~;\1:Jti1.\~t:.fü~_r~;\~~~:~~~~"~;:t:~~?.!:_~-'~j:f~i:.:.::)?,i{~?.,~;>~S·~i:!, .. : , -~ '.:. 
G:i/M; dO:nde c~a~ai{i.!JQ,';p~;~§t<5s,éife~iJiia\J:1ifér'eiités 'funciones durante la progresión 

del ci;~~1f 1~\~~j"~~l*~\f~¡f(~!'!~~"'""~~~.·1999) . 
. 0 "· Eii(:t1 ··· , anoram1ca\:gene las cdk, permite que estas 

:Jt~ilf ilil~fiiGt~"!tf!~ , ·~~~ira~~::;:::1:•R:·;•;:,~ 
-:( · , :~'-.: ~-:-.:~~~~·~·J, ~'.~~r~:~~~:Y~~\· · ···· · · · ::~~1~:l~~~::{~1,·.~>;. · 

factores : ci~)J~ariscrip "ci yJla RNA pol 111), factores de 
... · ..... ; : ·. '.\ ~: /r'i:f ... ::~~~·.>~-~ ;t~,\~f:'(<) ;.: :· 

replicaciórt ·i::(p,c:>rt eJem ~É;ff:~~ores de organización de 

estruci:l1't~~~~~t[1\W~lt"1\f eJerilpí'8"hi~tona HI, lámina A, MAP4). 

Jj~~-~r J::través de la coordinación de 

diferentesg:IB~~e,~!~-1-R r.~ \: .. ~~ :.sl.i'~i~~ :<lestac~n: la transcripción y traducción 

dependi~rif~~f·BAf&':ªi~l .e µIfi;(/i[j~··· ;rnteólisis dependiente del ciclo celular, la 
>·<::.r~~~·,~f:í0./}'~.i;:.~;~~i'.~;:.:~ ?{2~·,i ::.' ... ': .···'.·· .... ,· ."; '·.:''': '. '. 

localizacióri/ c:elii.lar;!;Jas modificaciones post-traduccionales y la interacción de los 
.. '.·~;:>·:~::.~~b~~~;\;i-,-::f,-~~· q:;.'°:".)~.~: J ,! ;_._·.-_:;-·-.: :: 

complejos=·coK'f(!iclinas:'cciri proteínas inhibidoras de las cdk conocidas como CKI 

por sus si~I~~!'~n:·I~~iés. _CWebster, 2000). 
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separación de 
los cro1nosomas 

(mitosis) 

( \1.\ G2(J 

~idina A+c<lc:! 

1: :1 

G1 
ciclirms D + 
c<llq/c<lk<J 

n 

ciclina ,\ +~ciclina E+ c<lk:! GO 

~ _,. e/ punto uc r110111Lorco 

dupl icaciém 

Figura i. Diagrama del ciclo celular en los organismos eucariontes. Se muestran las 

cuatro fases del ciclo: G., S, G2 y M, además de la fase de reposo Go. La progresión de una fase a otra 

está regulada por la interacción de Jos complejos ciclinas~Cdk; las ciclinas D están implicadas en G,, 

las ciclinas E en la transición de G, a S, las ciclinas A con la fase S y en el paso de G, a M, finalmente 

las ciclinas B están involucradas en la transición de G2a M. Se indican los puntos de control del ciclo 

(Tomado y Modificado de Graña y Reddy, 1995). 

Para asegurar la integridad de la célula y de su material genético, los eventos 

que ocurren durante el ciclo celular'deben de seguir una secuencia definida, donde 

el término de ciertos eyent~i debe preceder al comienzo de otros. Por ejemplo, la 
'. ' ...... - " .· ... ·. 

replicación délDNA debe~cofoplefa.ise antes de que la mitosis inicie para asegurar 
.~-'! . . , . >;: . : , ·,·.'.:·'.:. ;''.':'.,:.:v··.',-\''':'· - >> ·. ', : 

·.que ambas céÍiilas recfüa~ti~~,-~opia completa del genoma. Dentro del ciclo celular 
. . ·_: : . -- .. · .<'._· :.-.::·< -·:.->'-'·>~s:~_:.:; -_., 

existen una serie de fases;ci~ty-igilancia o control (conocidos en inglés también como 
-·· ,,. --<-' --· - ·-'"':.O'<.i' ·-

checkpoints) para asegur8.r que el orden y el tiempo de los eventos sea el correcto 
. . :'. ·-~--~ 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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. ,<..:~\ :' -,~:,: ::- ; ...... ·~ ~'.::'<-]>::,:;· .,. .. 

. ·. ··· .. ··.· ;-: -'.L~;~:'.)V~it~0::~i;~~}:,;_ ./ · .. 
(Jonhsori' y·,walker;'ig9·9; \Lowndes y Murguia, 2000). Estos puntos de vigilancia 
· · , ·'.: :.·:·.:::·~~ :·,·':.>:~~::,:::.:;:JI:ft~;t;;.~.~x.·~?.;~t,11.:::;~ "--~,, · ·:·: 
están:_r.epr~~~J:itac!c:i.s:por;cascadas de señales que involucran sensores, transmisores 
. ·~ ~:·. :·; ~: ( ,~ .. .,. ·~·::~_,;\:.;r...:?:'.:·:-.<;::·~;-:;:· .. ~;,_',~J{·. 

yefectcír~sgll~·se,áétivan al presentarse en las células situaciones anormales dentro 

· · .. · de la;rdgf~~ÍÓ·~~d~l;~Í~lo, como serían errores en los procesos de la replicación, la 

falta de,~tiff~~~fg{o el daño al material genético entre otros. Así entonces dentro 

.del ~iClÜ:c;~1fü~~7ericontramos diversos puntos de control como los que se están en 
< • • -:i ·.~. { ... -~: ':': .:~~·~(~~~\·:'')~) :. :'.; ·: _·. 

lá trarisiciór(dé'.Gi a S, durante la fase de síntesis, en la fase G2 o monitorizando Ja 

segregaciCn::i;E~~~lÓs cromosomas durante la mitosis (Stewart y Pietenpol, 2001, 

Zlimi'y 1fü~d~~';';oo1) (Figura 1). 
',.;,:: .,,.,.~>•'::· i~·! ~: : .. 

(~:.·;·;::}':',·. :::.:'~'" 

>L~;aciú0aciÓri de estas fases de control tiene como resultado la inhibición o 

el retras~;cÍ~--1~;-~rbgresión del ciclo celular para permitir la elección entre distintas 

· s~~aies;·~t~\(fi~i~~c;ija citocinesis, difere~cia~iól1, entrada a la fase de reposo o 

... laténci~;;é{1i;a~i~'~~~ las anormalidades g~-ri~r~d~~ sean reparadas correctamente o 

bien a: la eliminación de las células '1dafiadas . a través de la activación de 

mecanismos de muerte celular (Hung et~1;,{gg6; Lowndes y Murguia, 2000). 

La transición de G 0 a G~. 

El control de la proliferación celular en los eucariontes se realiza primero, en 

la transición de la fase Go al estado en .diVisióri. activa por los mecanismos de 

transducción de señales a través de los f~d:mes ele crecimiento y segundo, en dos 

etapas de control dentro del ciclo celular de la~ c~lulas en división: uno en la fase G1 . . ' .. ,,. 

tardía que dirige }~entrada á la fase S y otro el1 G~ tardía que regula el inicio de la 

mitosis. <~ª,'~:;~¡i~~f i,~f · .. ·· 
· L~j~téraccióri·c:Ielos factores de crecimiento con sus receptores produce el 

estímulo de':~~~~i~i~Jfü·beluiar. Estas señales desde la superficie de la célula al 
. ' . - . :· . ··~-~-4 .~ ,~:.;'f:-.;;,P• .-':d';,l > -~·~. é. 

núcleo s6~:)1iec}jaé:Ias: por la activación de la proteína cinasa e y pasan hacia la 
' . . . ~·-:,_.;: ::,::.: -·,~-/:: ··,·;"~:'/ : :: ::·' 

cinasa ~~-2 (proteína activada por mitógenos) que fosforila a varias proteínas, 
·: - ·';.'."· .. ,; ·,,·,·· ... -

entre las;qúe están la proteína 2 asociada a microtúbulos, la caseína cinasa 11 y la 

· · prote·í~a-¿inasa 86 ribosómica. Estas cinasas son activadas primero por mitógenos, 

ést~res. el~ forbol o péptidos de factores de crecimiento (Boulikas, 1995). Sin 
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\-" :~·;-·-x~)·~:TM~~t:r~z~+~ ~· .. ,·"··-':~,~~.!~. ,. 

º E~ ~t~:;~~~ i , , noce:que: a~W¡!~~as (fibroblastos BALB/C 3T3) cuando 
. : : ·: .. . :. '?J~·/ ·.:.:;.-&.:;~: :.x~1.:.:.,~~r~-~- ?~-iit:f ;·~~¡Jr~~:~:~1t:k'.·~fi'Yt .. ·é~~:r;.;:)):_, ·/; .. ·_; · 

son cultivadas siri'suéroé:iifrfüi\'eii~Uri ·estado llamado Go en cual el crecimiento y la 
-,, - ~·, .- 1 ._ -~·) :"_.:--~_::·.·;~~ .. :~.;::_ :~:~-~ -~:;.;~~;::~:-~1~f::"f~'¿:!;:.\'l?J. :11:~::.~~:,~~V)\l,~ti1\ .. -:,·:·:·:,,;~:-.- ~-:::--

división C'e1uíar':sci'rP'd.eteíiidos''y:;1il'~adidón <le factores de crecimiento inicia una 
. . . . ._-_ ·.\ ,-: : ; ';)._··:~ ;~~~:~:-!.~;<.¡ {.;:i:~:~··~~~:;;t·~~.)~~,:~~~~\~;~:1;;::;;:·,~~~·~·.~})J.\: .. ?, '. '. 

compleja ,serie·~~e;~V,éptc)s,~·q~e ,c~u'.s~nJa entrada de las células a la fase G, y que 

culmfoaiit~#{'.~~,~~~¡~~~:~~~~,B:ij1Í~~~~gteel estado S y en la división de la célula 
durante la'fase M (Rolliiis'y<Stiles;' 1989;·Norbury y Nurse, 1992). 

-. :;_,:.\<!fr·~~~·:_::~·;t. ~t~;· , __ . ;)'· :s:.·;¡· .-t./:';:; ... ~: -. 

H~n~iá6:.i~~Ü~ifi2[1&fr~i~err~~'.~~·enes cuya expresión se estimula por los 
· ., :: _ _,_: ,_.,_~ ~-:~_~_._.,_ .,_. ·.',·f.>· -f.~-~'.·--.. ,_·: 'i/. ··.:~.>:·~;-: :: F·: .. . :·.'.1: .. '-'.º,-.·~:- .-. ~~:' .. ·_· . 

factores de creéi!Uiénté) enla fransidóii Gb/G, (Sukhatme et al, 1988). Estos genes 

denomin~dos . ;;inn1ediatósJi~Üipr.¿nc)~·· '1e:· c~ractérizari ·por. su inducibilidad en 

pr~sencia de inhibidoies a~l~\síhi~~i~)~p'i'6~er~~:y)1sí, preexisten en las células en 
·-. ..-.- - .- __ .:,_:;H;·:_:~::-: .. 1,-.·-.-~:-;'"<~-:.~º:,<.-·.;,;--')::;{¡~;::"(~r~:<:·~ .. ;~::V."'._¡·'V"'/>·:·_.¿ . · 

estado en reposo; por ejempl~,·;;c:fo~'y;:c-Juh.{rri()dulan la expresión de los genes 

involucrados en. la progt~si¿n:'.~~'~}~·?~i~l:~.:f~~1~Üi~%6ht~a~ y Wasylyk, 1991). Los 
'.' .. : .. <-,~:·;;,>/~,.,~;,:~,;:·l.('.;.:;,;:./<'- :.::.:'.'ti.;:~:~ ;-\~>:)1:··.:'\>_:,:'.-~-~'.' ' . _·: ' 

esfuerzos por estudiar e los ceyerifr>s :'terripfarios~ de la respuesta prolifera ti va han 

llevado a la identifi~ación · d~i· factor, d.~ r~~pu~sta del suero (FRS) como un 

participante importante en el proceso de la activación (Treisman, 1987). 

Lafase Go y su relación con la inhibición del crecimiento. 

Poco después de concluida la mitosis, las células tienen la opción de entrar 

en el siguiente ciclo celular o de alcanzar el estado Go (Zetterberg y Larson, 1985). 

Las células en el estado Go parecen tener un subconjunto de factores que inhiben la 

entrada a S, lo cual es mejor reflejado por las diferencias en las especies de RNA 

entre las células:en crecimiento y las células en reposo (Williams y Penman, 1975). 
' ~ , . ,, . '": . ' 

Cuando . se eÜn1in¿n,J~s. factores de crecimiento del cultivo celular, como la 

elimin~6i6»Y\~'.~)i,~p~f~~',Z!~~taI, las células entran al estado Go. Los genes que 

específicaiJié~te.'se·;~xpresan en estas células en Go son de interés especial debido a 

su u~o pái:'~h6i~i'~rifr~'.:~upresión del crecimiento de las células tumorales, como por 

ejemplo lJ's g~~es ~~sl y gas2 que codifican para proteínas localizadas en matriz 
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nuclear, citoesqueleto, membrana celular y la red secretoria (Schneider et al, 1988; 

Manfioletti et al, 1990). 

La transición de lafase G, a lafase S. 

Los elementos responsables de permitir que la célula pase de una fase a otra 

son una serie de proteínas cinasas que se activan y desactivan unas con otras. Las 

cinasas dependientes de ciclinas o cdks son las responsables de fosforilar una serie 

de substratos necesarios para la progresión del ciclo celular. Los niveles de estas 

proteínas no varían durante el ciclo, sin embargo, sus actividades se regulan por 

sus interacci()n~s ~on .. otro grupo de proteínas denominadas ciclinas; la 

caracterÍsti1~pri~cip.al.de.lasciclinas,e{sl1~d~gtadación proteolítica casi completa 

en la traii~i~i'óri'··~~)a metafase/telofa~~';Y,'~J·\'.~$iritesis a través de las fases S y M 

tempm~a~~~?,~iit~~':'~~~~¡il~~~¡;~¿f 
En lós estu'diósiriiciáfes·:aéi,c1c ó;:é'ellllai·;'lfue propuesto que la progresión de 
. .. :. ·. ~· .. : ::·~' ... ,/ .. :.t:E:~~¿;,·~~é;t~;':.'.,;~t~/.r?-'.,;~;·\:Y.>'-~;%:'.?;:~:,:~t.n !:::~l¿;~'-:,~~~:ü--'.::;.·.;~:.\ 

células en .fase;s,;~r.?:def~rQ'i~i1~daj)~rilá;~(!tirijülación de una proteína lábil llamada 

proteína?~ .. p~~.t~'.'..~,?}~'~Jt~§~i~F(i~~~.~·t~~.~~.i~,;4; Campisi et al, 1982). Los avances 
genétic()s )(bi6cí;i'íllii~o~}~8~ti~!~.fi·;zqil·e,}1()~ 'complejos de Cdc2 (de cell division 

. -\.: ·.-··Y-:i_, '):}::•~:;~- F"':i}."·'c\'.:'.· · )>.:: ·-'~1>~'>.i-'~?;',':t'l.~<·;'"::: . .'~·.,.'_··_'':'\·· '.\.':' _,. _- · 
cycle genes) y;~~ Cdk72'(cláse·e~pecialde éinasa-2 dependiente de ciclinas) con las 

ciclinas, r~~~i~'~ ~Í~hbtb d~ cbntr()l:ó1/~ y'~o~· consistentes con el modelo de que 

esta proteín~R:1ór;~sp~onde, ~t1i:6Mil1~sEyA, que son las ciclinas de la fase G1 

:::~:;diJk~~,~~~~:~1~~~~li~~1tilOS,d~ mamífern r«pectivamente ( Pines, 

::;1:::::1i:1Jf l!i\titii~ti1~~f iL~:c~~~.:::1:7:~~:::.:~::: 
fase de S, al asoci~'~s~,c()~f~~·f~i~Í~~ Cdk2 (Girard et al, 1991; Arellano y Moreno, 

1997; Morgan,l.99~5~,j;~~iÜ·~~J~.i{~iclina A está relacionada con la proteína del 

retinoblastolI1a cR.'bJ'.c&~~';{J°elante). Por su parte la ciclina D1 se asocia con varias 
, . · ... ··-.-.;=-:·::e·:_,,.:::.'.:',·<·:·>-"::¡~;> 

proteínas tipo ciriasas;.foclüyendo las cdk2, cdk4 y cdks para controlar el punto de 
,:_' . .. ·." .. ,.,_ . . . 

la transición Gtf S (Ú\v et al, 1992). La interacción entre la ciclina D1 y cdk4 por 
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. , . . . /f~;~o~den a las señales de proliferación y su expres1on es 
: , ,: ... ;: .. :.:·:·:.:·~::~::::/u.· · .. ;t~:i1~/'~~:=W}\J~~&~~f.~:;~t~(iFt::'.:!\J.~::· ':¡ /'.: :_?;. :_-_· ·- ··__ . -, 
esen~ialü_:f~rá;la\fü(igresión-de célula:s a través de la fase de S. La expresión del gen 

. ~- . · --~· , · . ;~·-: .... ~~-~;~,~ :.:;:~:~~*lt=-!~f,J~:~¡·;~:~ f.t';.'.~::::)t.;.:-~ '1!'1_.·;~_:: _--- . : . :\ . : . :· .. : ' - .. ' ', -. : 
de]irhi~' ···'•"· •. 'Oi.t e'e'inplg," se activá en)a fases temprana y su expresión permanece 

::'· '·,;; ., .... ;:; ;_ \';~: ~· ·- ~[.~;;~.\~': .. ~";/;::;.:;..:-:.~- ;-:/ :>._:._:!· ,:··_ ··.· .... _.·.;/~ ·-· :"_-. ,; . ' : __ -.... _._ .... ~. _:· .· '. ' :-- .~ . ' . ~' ··~ 

a lo:.largo., . . . . _asta 'qlie ·conchi);e' laform_ación deLnucleosoma nuevo (Stein et 
~ -- · >:·~--~ .. ;/,:~e~-~ - ·_~;'-~it·t:~1f$1~?,:~S~~;1~·~:.tf,~f~~~:~¡-~·~·:r-: ' ~:'';.;~:~~-~'.·_;fk';·,::~_·ü~;~1_:;i ,_:_~~::~:;_;~ ;~;·~'.. ' <:·z~ .:y .. \ <:.'>';,:>~' ·: :·,\ . ·_, 

. al/i992)': ~.yári0s\:fa'éto'í·'ésfde transcripCi_ón .qi.l'e estan;involucrados en síntesis de las 
~ · · ·:· · : ·-:~'·.· 'J/<:"-;·;;~, , ~:·:_-:;:~':t;~ ;:~~ ·-~~. · ·:.~: ·· ·~ · :· ;·: ·r · · ·:~:'.:~-::,)}:.~~1~H:' :~~~-:\:_f~:;r~3~:-··{;:~:.:5>. ~,:~r;:¿~~.:.·;:>~ f<~:::·x:·.··: :. 

h1stonas;durante'. la,,.fase·: ,~, nt:eH.empaquefanuento del DNA son regulados por 
~ ·.. :" ~ ', ·:~ ··; .\: :-~.:. :t:._;:;;:,.':: ~-'.~~~~~.~1~\~;t\if~:F~:~:.~~J.:, ;i_'~ ~::;::. ~. /~·;:· . . . ..t':~~,f~;~+f.~~~i.~fl~f!;§'.efr' :~,;j :·:"r;í .. r.~;:, : : . 
. ..• fosfor,.ilá~io.n}. ·:~1tl'ed?s ': ~t1. '"••· ' ., ''\ élJf~ctor Oct-1, importante en la 

.· ~j~l~~f ~[ªf tr~!¡~~~f t!t(~~'"''f"I$' ¡¡ti:2::u::,~:, ::~:~:ó:.n~:,:: 
del · DNA y específicariiéntéjridueidbsTdüfanteqáfase ·de s son el gen dehidrofolato 

recÍuctasa (dhfr) (~~[g~~~!l1t~~::df:!.~YiMi)f::,,~.~~;¡\~'.s.·g)/ )' el gen timidilato sintetasa 
(Nagarajan y Johnsori:,~)989);ii\~~;@;>'ifi'éi{'.éH:gé'nde _ la timidina cinasa regulado en 

.. · .· .;, . r · \:--~·: ... :.~:-- ~ ~,, :i/:?+~;,·-,>:;;.~.~~~,/:-:.t:~f-i~l='"~\~~·,,:~;:~~~;·>i~':'~~~ - , i \: ·. ; . .. ~ .. . 

G1/S por uná ciriá.sa cdC:'2)y(pq'··':' '-'- ' 'i:'prOteíná''pareéida a Rb (Dou et al, 1992) y los 
' : : ~ . ~··. '. ·.:, ':.:_ <'.:·~··' :.·.'~ ~-;:~:'.>:~t\4";~!;;·~¡-~\·~Ú}~;t:J j}? t:~,~ :. '. ,·;_f) . '.· •. 

genes de c1chnas:ya menciona ·'.f'c<·< , . 

.. ~.·~-::!-j''.-, ii~'.~¡·;~;;<;,y·:. .· .....• · •. :: ..•• ,. ,., .. t.:•·.··· 
Otros';de'.i1ós'.igenes 1respon~'ábles de la progresión a través de la fase S del 

:'· . n:1;i!;'.~J.;.i''.\i~)\<tt~~'~?;'.~~;E7.~;~H~iY~'.!!,:::.-}~/i.:~:'ú': ·; .=:: · ··· '.: :::: ·: 
ciclo sonfo!úgenesYdeila\taihiliá'frnyc(t -, N -, L-myc) que codifican para proteínas 

.>'~}~ii~~~: ::}:,:~~'1;f¡·~~:fo\~f)'.'.d;j11:;;~ ~f1.~I~:~:';'.r:~·~:~·:· ·'.: ~; - :.'~.: 
relacionadas:~:qúefjiajeéeij\~ activar los orígenes de replicación (Iguchi-Ariga et al, 

19 8 8) . .· .'·':Jf &:;:;r\_f (~~J;~'.t?:}~·l~(j'(i~? e· . •.• ;,;.· ... 

·.• La:·~j¿{~{~~·;Rb; e~ una de las piezas centrales en la progresión de la fase G1 a 

la fase S; ~n lafa~iG1 temprana, esta proteína se encuentra hipofosforilada y forma 
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... ·· _ ... '. _,:;;:l:'·{:I1'~,¡~¡\'.r . :1!¡z,3~p~~:Ji!i;f~~ti[;~;?:: 
complejos C'i)iii'eÜfá'btor,, e~tra'.il.~cfip6ión; • 2 ,<;este factor media la transcripción de 

de ~lg~'.~~~·~~~~~~ÍJ~~l~!~~if~E~i.~~~~~~~~~j~con las actividades enzimáticas 
invo1Ucfadas:en,1á:foplicadói:i':dél¿p11~A'i'.(Boülikas, 1995; Weinberg, 1995b); se ha 

~, .. . ~:: _'.'.}~~1~: ,~-::z;~·rt:,;:~~ :~y;;~('f:1~;i)J;:\1~~}~{~~~fh~~;;~:'.~iR\:~-?.fJj~-~.;~:~~~1~-i~~·~~;~:~I-ri'.{8!·}}·f!'.:~-:. ··_ 
reportado quélá·'franseripciónfdel,>füetofE2F;;tiene un papel muy importante en el 

mando d.~ i~if~iÍ~~~i~;¿~~d·a~·~;~'}~S~Jii$~;~i6i{:1a~ la replicación del DNA como por 

:::t!i~l~l~t~f f~}1~if~!t';:i:::::.:::::::~::::~;: ~: 
repli~~dóriYJki:'.}s:N?cvy~inbe;g, 199sa); De esta forma Rb, actúa durante Go o Gi 

secuestr~l1aJ:rel
0

fa'itorE2F'~ inhibiendo así la transcripción de un grupo de genes 

requériá6~:1~r~~~i'ft~~~a lafáse S del ciclo celular. La proteína Rb al final de la fase 
·., .,_ ,'·.--:··"''····· ·-.., '.: . 

G1 esfosfórü'iia~'¡)di:ias cinasas Cdk, lo cual hace que cambie la conformación y los 
' . . '·. '\-' ,. ,<:-· .• -. . - -~-. ' - . . ' 

conipl~jo~\Rb'~E2F-:s~an liberados, de esta man~i:a:;:c8nduce a la transcripción de 

genés y iu·n~aRmento en la actividad metabóu6~ c~n:2ér11ieilte aia replicación del 

DNA ·. (Weinberg, 1995b). Parece que Rb. tamBiéiid'f~~hla;'Ú~ 'acti~dad de 
' ' .. ' - .. ·:.; . '; . _. ,-: " ·, ' ~- ... ,, '.'. ': ·,"': 

transcripción de las RNA polimerasas I y III, que transcrib~ÍrRNA ribosomal y de 

transferencia, respectivamente (White,1997). 

El punto de conn·ol de lafase G2/M. 

La transición de G2/M se caracteriza por alteraciones estructurales muy 

evidentes en la célula. Estos cambios incluyen el desi110ntaje de la membrana 

nuclear por la despolimerización de la capa laminar, el empaquetamiento de la 

cromatina interfásica ·en los -cromosomas rnitóticos, el ensamble de la red de 

filamentos de. actina;/,y" otros. cambios como el desmantelamiento de los 

microtúbulos'citoifá~~rh~{{~\j5 y" su reensemble en el huso mitótico, así como el 

apilamiento, d~l··~Ilar~fk~~d~:.Golgi y la vesicularización del retículo endoplásmico 

(Albertse~ al,\~1~.#9i./ '.'\';. / : 
,.,,.. .. 

·,·}',;·,,;· . .,,· - .·.-. 

En es~{~Jf11:b~·~ c~ntrol, la proteína p34cdc2 tiene un papel crucial (Nurse, 

1990). La desfosfo'rÜá~ión.de un solo residuo tirosina en p34cdc2 facilita la entrada 

de células enl~iiiit6siS(Goul y Nurse, 1989). Otros estudios en este campo indican 
. .-~ ... 

que el ciclo de l.a cé_lula es principalmente regulado a través de cdc2 en asociación 
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""·,:1.\···.~ ,·,,.c';t~".';::'·'·! ~/-\¡:;r. •,:,;_;y·,~~;··,',:"'·.··, ···.~ -· .. ·.-.. ;;.".:._;··,)'i'.'·:"~- ¡::,:_;. •.··'" ;, 

· · _ _. _-_ · .-· ·ti -;-x-··W,~'f :·,§~f~-r~1f'";rtit:_{t~t;,.;•;0~"~-é~~1:~.-i'§.:-..;·%Wt!~:~~;~i;.._¡~~;2,- _t:~~: x·-_ 
. con lás' éiclinas)3'~n<fa~fáse'd;z1\f (Sling~¡-l~ndie(alVi1994). Otro evento importante 

. '--~ ....... '". :,_>'-.\~:r,'.c,:'[+.:·~"!: ~~:1//~'.~·~0:»~~-~~·~:<;:'.-~~'.}1~~'.'~.:.:',~·,:~>"" ":•:;:;.:'!'':~, <' '~( r·~· ,\ :~'.. ·~? .,::?·~<'. r+:::·}-'.; ::.-~::: ;; __ J\~·~· "'" .. 
es fa fosfo~ila~ióñ:'(ie)aJi.isto'naH1'yla$.Iánlina's'í:>0i:Ja proteína Cdc2, dicho evento 

_-:~isp~~.~\~1lW~Jl~~J~i~~~f~~j26~~-~l~~~~·rnit;~~}K)uptu~~ de la lámina nuclear, 
·respectivamenterc_omo:un··:prelud10 a•larnutos1s; Tamb1en el factor promotor de 

' __ .· ---~ '.-,.,,.,:,.. "./."':··,.:, ·.-.,-.,.._;./ •1.:·~;}:~./d:,_;,·:~·-:_;.j ."~'. ,'.é;:.:~ ... -_. . : ... ·.-.: ·::· __ : - ·. ·~·-'":: .··: - ,, .:··- ;; - ; 

maduradóri'(FPM)1c¿fu.pliesto por. P34e<Jc~. (o Cdc2Hs en células humanas) y por las 
•· ., ·.¡ '-','' -_'·r . . :·.¡.;.•,,-.. A- • • •- - : - • '' •' ' • 

ciclin~s' d~ tÍp'ó"':B'~sresponsabl~ de activar todos estos eventos de la mitosis 

regulando el punto de transición G2 a M (Margan, 1997; Pines, 1997; Lanía et al., 

1999). 

EVENTOS BIOQUIMICOS ASOCIADOS CON LA PROLJFERACION 

CELULAR. 

La regulación de proliferación celular ocurre a través de la activación de las 

rutas bioquímicas mediante la interacción de los factores del crecimiento (o 
' ' . . . -

mitógenos) consus.receptóres erila membrana plasníática. Hay diferentes factores 

de crecimiento; ko~:~j~ilipl~,~(rJctor cle_crecin1ie~t6.~pidérmico (EGF), el factor de 

c~ecim~~#.to .. ':~~~tX~~~·1~~.;~iR1~¡~i~ii~.:&C~Bgtmtf!~~t~§~f;J.~~·,?recimiento neuronal 
(NGF); el· factor~ºde''.:creciriiieíi.to','parecido fa''iri:súlinal(IGF)entre otros. Una sola 
- , ·: • --, .. _,.·-:_.-.:.-~.----.,>::.~~-::;3y.<-iti::_ ':?h~t~\~~~~~t{i~.::·;:~. ',,~··:·r·.~-·~;.>< :;.~-: .-.. /1'.::~r-~f.~~~~:~-).f~f~j:Jt~*-f~~~t~\~~~~;~~~:,t;.ü:.~~~.,:· . · , 
celula tiene a menudo;unawanedad· . .deitiposfde•receptores;·'·Sm embargo, solo son 

· · . ·. ·.:::-; __ -· ... ~_:;~--; './:t,1~~~.;··¿·!;~kr-(:!/D;\·<·:?1.~:r ;_ ~>/·.~,::,}_:::' .. ·::.;-;,;~<,-'<··: ~·-::r~> ... : .~>:·\<:"!,u:~~:~·:;/:~~': »::~;y_~-:·{::,:~~;:.,~:::!~> ...... 
conocidos·cuatro:Ui·~canismbs básicos'd_es~ñalizáción·quepueden ser activados por 
trans-recepÍore~:~d:~J~;; ~:~~~bra~~:: , l- -,. !,;.-.:"'; .. ~ .. ~;: .. ;· ·· -··; ,~:~,.'· ~, - · · 

,. -.~.·.-~:.>' ·'·'::_: -~~:}·:·:~·'•' 
-' ~ :; .:; . ·~ "". · . 

. . : ' ,: " ' .. _'.~; _: -:·.: 

1) ', .:Ac~v~di6ddXad~nÚCit:O 'i::iclasas; La fu~ción de las adenilato ciclasas 

(enzimas rinida~Ca)a.:inembrán'a)·~s generar AMP cíclico a partir de ATP, en 

respuesta •a \lna, ~iriedad-«:i~ ·t~ce~to~es agonistas (por ejemplo, hormonas y 
',.;: '" ·- ,. ,', ..... '¡. ·' ... ' ;; . ' 

neurotransmisores);;~La 'actiVid~d de la adenilato ciclasa es regulada positiva o 
' . ,., ' ' ·'.· . .-.~ ... ~:·,,' .· "\ .. '[ .. ;, ,. · ... ·. '. •. 

negativamente' por~prÓteínasiG heterotriméricas específicas (Gs y G¡). El proceso 

ocurre cuandb: 6~;rib'i~Ú~;~;d6JíC>i;riaéÍón del receptor por unión con su factor de 
. . . ; -. ;~:(~ :~:~.:-~.\ .. -.:::,~::~~ :;:,'f?f1??i::.~'.~;;::;.1~;;t~; ,.::-~~f~,'"~;~,~".;:f":." '.: .- ; 

crecimiento (ligando)/dejanddiíi'é~esible el sitio del receptor con el que se une a la 
-. · -·-_. '"-'.:·.::,··· ... :L;:'._,·A~}.-<:·\~:~·1~:}.Jfp .... ~\,f: .• ':;1:t:o.:_'.~> .. :'.°' .~:- :. · · 

proteína G;' l_~,u~i~fl~·.a.~}{cOJ:ripléjo ligando/receptor con la proteína G activa el 

--desplazalll;i~.rifo'd~'qii;~~'dPfcausando la disociación de la subunidad o: y de esta 

forma ex~on~:~i'~iü'~:·p~~~,l~ unión y activación de la adenilato ciclasa para generar 
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i)i;;'.~~.::.· '<-~·~· <,tt ·,-,.,_. .;./·,:i.: ..... 

muchas ri1olé~ulas de AMP cíclico'.(Gilhiitñ?i9s4). En los últimos años al menos 

ocho isof~~ri1~s de adenilafo ciCii~~~-h~~'~ia¿:\~í~riádas y expresadas . 
. >.':-. -< :-;· ·:'·-· -. : ,. , ,»·---~,. ::-·.::.~_~;;~~X:.\. ·:'.:~1~_{:·1;~i1-;:·-~~-: _;:: . 

..•.. ~:Af~,Í~~'.?o~~ii,ffüi~~~~}ii~ktíf !~~~,'•rialgunos cánceres human~s, 
por eJemplO;' mutaciones< en:Ja·tp.rcitema{GSPtGd,; conducen a una elevac1on 

: · -, -_ _.-: ·. ~ ::-- .: :· ~,~~-~:~-~-:I~7;¡;~:;_?-;:::\(\;;~?-~~·:::t~::\~t:_\~-1~:-n:_~;; ~r{~:-:(:::.t.·,~~-;:~$i~-.:::11Jf:;:;·,2~{/~:~~ r~-> ~f~::'~r1-~- -- .:-. --~ 
sosteriida'deAMP Cíclifo\efralgufio!i"carciíi'Omas:de)iroides y en tumores ováricos y 

muta~i~fü~~t~$:1~W~~~~~~íE~~~J:~~2g~j~~~~~~~}3f~~-~~~;Ia corteza suprarrenal y en 
tumores riváricós'éridcicrlnos:((Michiéls'et['.al;zti994; Muca y Vallar, 1994). Esta vía 

de .. se?~1Íii§f ~«~;~~~ifü~áJ~~g~i~~1!~i~§g,~~iv~~~1~1~~:s'~,s···.dependientes de AMP cíclico 
es importante porque.regulari;muchos:prdcesos celulares . 

. · ·. · :_y >'.;_{~i~~1%~2t:~trJ¡?,~j~~?r~~~· :.~Ji~Ni~-'. :;;;~.:i~~1J.;:; > . · . 
'· . 2)•. :-~}'Aétiiia&iÓn;,Jie:'.adem áfüfCic aséisfp'Qra generm· GMP cíclico. Se sabe 

·. -.: . ~.!·.Y,::) ~-i>::~~.:·.~I;~~t;),;:;~};~\'.~·f;~'.;;:~~~·f,\~l-p. !{<¡·~~t~~?~;~::;~,;~!~'.:Zf<~·/,>~ 'L(:V/;·/:: ... · .. -
que el GMP/cícJi_co·'jtctiy'a,,i~(lina\pfo~e~11át~il1asaespecífica (cinasa G) que fosforila 

: -. · ~: :: · .. :.~Y<· ··T;t:~t::))~?:( •!' :·'.::I:t~.::~.:~:;;,·'<7~1i~.~:1!Tf: ~.:::~:1:,\!:~··(,_,);~:·1,;:::,'.?')'.t'·~ .. ~·.";'.,~·:._, :. < ·.' ··:: · · 
proteínas blahco)~ri fa'.céli.ilá;~:Stti,iEln/eLp:apel ·eri la _señalización por receptores de 

· '.·<~) . '.~~~~::::. ! .. :·~~~~:<·~::.:,:~~'Y.'><~< ,-::·;,~71.t.·'.><-r,\~:+;:~~-,~:,,~:"·~: ):,'.:~~'. :/·,·~; ·:--'/; ::·:;· . " ' 
membrana; confin~y pócás'Jéxc.ep'Ci9nesfes poco claro, su acción es especialmente 

bien conocida. er1 las cé1~'J~~~a"~~~··~~fara:; dbrlcle el GMP cíclico actúa directamente 

en los carialesde Na+ iri~rit:~riféhdbÍ6i;~bfiirlo.~:Además de que las concentraciones 

de GMP cíclico sonmoc1t1~*i~·:~h:J~~z'Jé1~ias:.fotoreceptoras en respuesta a la luz, 

también media otros ;~¿t~~~~\J~'j~(:Ít~~rl·;iM~~lajación de músculo liso (Schnapf 

y Bay!or t987). . .. ·. ,;, C~,i~ff (''~~f~l'J~llf . 
3) ActivQ_ciói;ió a~. ~'f¡iiijzaft.'f()sfo_lipasas (principalmente Ptdlns-PLC¡31). 

, , --'.·-::: .~.-, .. ~ ~·:?~~\~?.;·v~·~.r~:;.?~~~~¡;:·~!;:.~~2;~-;?"~:1~·?;~~··.f;;ib:f;t;;~t?~}:rY~--':_~~.:";'._~=':\'.-
Las enzimas fosf()lipasasssl!:actiy~:rif poElá ;interacción de agonistas con receptores 

• - "· ::¿ ·,·-.:·_ ~;- ':~;~:.~'.:'."-t-~·.:--:\;:r ~-.. :;ri~;~'· - :~i.fü=~ :: .1.-~-~ .. ::::'~ l- .- .. -_··: 
transmembrariales,;:Jae::::;;'sié_ •• ,s"egllienfos ·que son acoplados a proteínas G 

heterotri+~·~;~~~J~·~,#~~~~'.~~fi~~~l·~iit~mas de señalización que utilizan proteínas G 
son muy diversos;<'C'oma·iséiínericiona arriba algunas de las proteínas G (Gs y G;) 

: ·' , < . ::: ~~:: .:~w~.::: ~;-:t~Y:~_-'_:) ~·?F::t·;.~:!~~-~':;:, '('.-~~ t; ·:'.: :· · . · ·: 

acoplan .· rec:,ept(jr¡§'s,~pilri:t'.~la';:-adenilato ciclasa, mientras que otras (Gp) acoplan 

recepto~~~·'.p~~~'f}~Zf~sÍ6}i~~~~ ·C. La interacción factor de crecimiento/receptor es 
,· s • :::·· .. :. ·~~:;·~'~'-~:·,~;l~Y-!~\·%~~·;)3\\~- :{:, 

asociada~ÓE~'}~.,~:~~!~~~~ó~;~e la fosfolipasa C unida a la membrana, la cual cataliza 

la. conve~sió'~':·¿f~:,;í~'~fal:idilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) a diacilglicerol (DG) e 

inosifo{' 1~~~§0ffÍtd~fa'tB• dP3). La acción de IP3 incrementa la concentración 
; .. ' . :: ~ .. -:: 
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:.·:.:.->J::{ "'- . "·" 

¡~ti~¿~r~ 
··-· ~~-·­,.,-1' .,, 

" e\'.alldo a la activación de varias proteínas y enzimas, 

. ~~·~[~\·[~j ~1~~~~.~·§~~tora de calcio, la calmodulina. Se sabe que la 
..... "·;f'.<. ·: .. ,, . . ,1:;,~It~~;rr::~2~·:::--:. ·;·:-:. :- -· 
pi,:ógr~~!<>.!J.; .... ~L ; _ . uhú( de .G1 a S es dependiente de Ca•2 (Reddy, 1994). Por otra 
"; ... ::-_-/: (= :-!·:~_q~~:-:~:!.~fg~¿:t,:lt.f;';~";?~;:~!~~J~::, ·•(:o§~:¿_'.c:[ ':i'.: . :' · ". · · 

· ~ pa~e; -re1 ;¡pa':~ac~iV.a'~ l.aYprOteína cinasa e, la cual fosforila proteínas blanco en 

•í:~~i·d.u2'§/a~)~~;i~~"Y/otreonina. Tanto la proteína cinasa e, corno los nucleótidos 

cí~IÍ'(!Ü~~(~~~·!i;:hM~) son ampliamente implicados en la proliferación celular 

(Persol15 ~{al, 19ss). 

Algunas células cancerosas sobreexpresan además de algunas oncoproteínas, 

los receptores transmembranales o las proteínas G mutadas, por ejemplo, 

GIP2/Gai2, G<x13, ,GSP /Ga.,, Ga<i (Michaels et al, 1994; Muca y Vallar et al, 1994). 

" 
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11. P53, EL GUARDIAN DEL GENOMA. 

ESTRUCTURA DEL GEN Y LA PROTEINA P53. 

Si bien los sistemas de vigilancia en células de mamífero están conformados 

a diferentes niveles por un gran número de proteínas reguladoras (Figura 2), uno 

de los elementos más importantes en el control de estos sistemas y de la regulación 

de las señales qu~ ; ~hí , sé transducen es la proteína supresora de tumores P53, 
' • • •. ---- - , . ·· - ' _ _;_ • • ;. :-:~-:·-'--;"-'· • • I• • ' 

nuestro ''.gUardián 'deFg~noma". 

El gen ' PSS . h~m~llcr66d.iflca para una proteína de 393 amino ácidos. La 

proteína seha.divididÓfuncionalmente y estructuralmente en cuatro diferentes 
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DAÑO AL 
ADN 

Chk1 

Cdk 
Detención del 
ciclo celular 

Apoptosis ~ 

ES TRES 

Transcripción 

Hus1 

cAbl 

Reparación 
del ADN 

Figura 2. Cascada de señalización y proteínas involucradas en los sistemas de 
vigilancia. Tomada y modificada de Zhou y Elledge, 2001. 

regiones o dominios (Unger et al. , 1993; Wang et al. , 1994) (Figura 3). Hacia el 

ex1:remo amino terminal (amino ácidos 1 al 99) está contenido el dominio de . ·. , :··. _, :.- ·· •,'• 

activación :de la ,transcrip:bióh:, ~l;ciual interactúa con la maquinaria basal de 
· :- ·<:· _ /;_'.''.·:-· -: -/~·- :· >:-ú;:::~~-}}L~~·::;~h{.:-;~~~;!,i::c:;~.-~~ _'. ·:·::::: ~ -, ~ . :·--:_ . 

transcripción \para:<regülar(l~la\tfa.étiVidad de la proteína P53 como factor de 
=_- - : : ·.'; .. ::·-< ·._r:,·~ü/:f::&.\:: ¿:;.::fA~ =-:·:~;.J;/:_>_·'..?)~~:_::1t'):~:L¿'}~:3,~:: :: :~ .\ : :'.: ·. -· 

transcripci()rl~ (Field~\)'~:J'añ' '' ~'· "·' Ó :\:Estafunción está regulada negativamente por 
. _: , - : • :/:' . ' ·\:::_;:;:.' {;~_:,,·~·f;Jtf~:·; ~·.~1:~.íY{~f'.'f~1~ ;:'/.-~;: ·,.<;;._ r:. _.:{_' 

la proteíria.;:E · ·· ; " '"~' " ~;pr()teína hMDM2 a través de la interacción 
.-:- '-,-·'': ; . ~· .:·.'~f'/' - - -~~~·:.·.: ... ·>:._ 

con los aminó . \de Ps3 (Stewart y Pietenpol, 20001). El extremo 

amino te~Ji]R~ . a . nf~i~hÚ~ los aminoácidos 64 al 92 una región rica en 
-. :; :-:;:.¡.;'"J:-:f · - - :~. i>:,"<r::.-~ : \'_-_--_-. -·~ · 

prolinas,-5 eriCto a :con; . "~D.ci~ PXXP. Este dominio es necesario para que P53 
· --:_~: ._ '. .. ;~_.:_r·;:;_~:~~T;'f,'.'.~i/0~;.ti;;.~~:·-~;~>f :::::!nr':1.·~¡·.:_ :, -:· 

realice suswfl.9i.8~~:~tf9111R '§Upresor de crecimiento (Walker y Levine, 1996) y se ha 

propues1:~ @~~lÍñf~itígh~ : d~ntro del mecanismo de especificidad de los genes que 
;.~::··\:-:_ ~t'.?t>).~)'/{ .~L:-'> ;_- - . · 
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van a ser activados transcripcionalmente por P53, por ejemplo esta región no es 

necesaria para la activación de los genes p21 wafi/Cipi y bax, pero si se requiere para 

la activación de pig3 (Venot et al., 1998). El e"-1:remo amino terminal de la proteína 

Ps3 prese,ntanumerosos residuos de serinas y treoninas; aminoácidos que se ha 

d~mósfrado son sujetos a fosforilación como parte de la regulación de la 

füncionaÚdad,de P53 (Meek, 1999), de la cual se hablará más adelante. 

1 tYj:• ·1; 1 :r • • , ·r ~ 
1 :,;1:1:,1. 

' f,!!4@J.J,}3, ~>-,•••:-·+?',~ J4 ,'l. ' L ~,,I 

t"fi,I-!rlf iE"). P ., .. '"'E·w í> •"" 

1 ;, ~I ¡ 'tt ~:o : ,;¡.- 1 11 ~:< .1 ~ 

\f·fl1•·:1r1.• .. 'f'111 1:1.• 

.11/'•/:J'"' 

.···' 

~Ptf 

Figura 3. Dominios funcionales de la proteína P53. En la figura se muestran los 
principales dominios y modificaciones en la proteína. P= fosforilación; Ac= acetilación; 
Ub= ubiquitinación; S=sumolización. En números romanos se indican las regiones 
conservadas así como con las fechas los principales puntos calientes o hot spots de las 
mutaciones. SLN= señal de localización nuclear; SEN= señal de exportación nuclear. 

El dominio de unión específica al DNA de P53 ocupa casi 2/ 4 de la proteína 

y se encuentra ubicado entre los residuos 100 y 293 (Bargonetti et al., 1993). La 

importancia de esta región está dada por el hecho que más del 90% de las 

mutaciones que inhabilitan la funcionalidad de P53 se encuentran dentro de 

dominio (Nigro et al. , 1989; Kern et al., 1991 a). 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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. )[E:i~1f1,:[ ·-~¡Wi~~¡'.·~,L 
Elextreiiloicar oxild, básico terminal (amino ácidos 294-393) presenta un 
·_; .·. '::;;::.'\,,.i:~~--~i.;~!f.~ilí?~~~f{8:'.~.( .. l;·~\';;'.:;.:·t. - :·:. 

dominio súbqi"0aJ.aq}ful{Cionahnente en 3 diferentes motivos, uno de localización 

nucléa~ (~~~¡~"';16~1]á1'§J:'.~~J); un domino de oligornerización (residuos 337-355) y 
_:: .. -"_-'.:~- .-:-~.~·;.;~;:¡;~--,~p-~'..ifJ;.t:·, ::f~>'.:"-:-~--~;~.-::) .: 

uno difexpOit~cióñ~nudeár (residuos 340-351). Tanto los motivos de localización y 

export~~ió'ii~t:~ij'~}~~f,~'.f¡.~iulan la localización celular de P53 entre el núcleo y el 
<- ,; -·. ,_:.~:-Z.::'.-~\&:~;:o~;,::~·:~Jl~i¿l:~t~~:~~: .. ~,':( :._:: ::··.' ... -. -. .. 

citoplasrria'.(SliaulsKY etal., 1991). E.l dominio de oligomerización conformado por 

una héli¿~;i~Zfi~l~¿~·.lH~~ga un papetmuy.importante en la actividad biológica de 
«·:;: ·: _:·.1:.~-~-:}{:;.;.~:(;i::\L·k:jli~~J~.~~tr:~~-'(i~.~<;, <·u;.:;__·::_",-.:: ____ -~~-

1 
:,_:". :-.->.·;·.. · _; ,· . , : · 

p53; Módificaci ··-···-,.~ ovlilerife~; coino '.fosforiláciones y acetilaciones sobre esta 
·· , ·· -:: : ' ? j·\·~~.}{i~!~~·;·'.:d:~:. ~§f.,'~~:;;.f,~f,\~'.~~J~.:;f·h~;~·.;~:f)'.«~~ ;:8'.\i-~;~t.jl:}:i;~:~,:1\·,/~ ~~~'.-·?··:~.--_e; '. .·' ' 

región' pe,rmit~n,,., ... iRS3.iiasé'"(ie,}úii~ú~(:>i)fcfrtjiáCi6ri. inactiva a una conformación 
..:·· · ··: A·;'. ~'.~'I-~?S.·1~~-~~j,tJ'~~·:1~T.e:. ~~~:.q;'.-_':~.,,¡;::~.';..;:,¡.'.:.'.'.;'~?(;ii:~-~ .~.i'.~,t~.~~fl?J~t::·~·!·~~~{/\· ~·;;:~t1 ~:i;:Jt?1~ .'. \'. .. ¿--: :.: · ·-:. · ,.' ·. 

activa. forniandó.:hó'iriOdíme·rasfo·;.lloinó'tefr'áñiérds\y pueda funcionar como factor 
: -. ·.< ·. :~ .i ;; ? ·-::·.<· ,~;~(~-~ 5: ~\~~~',f i'.~\~~t :~ü}~~~;,;::_::~::~~~;':<i~-~';;\~-~~·~:U;.~~R,~:~ :t.~;W(:;~·tii/~~'.;_·?.~:~:-~\'á.:\~t/.~ ~·~~:\:t \,;··;;·:- _: . · . 

de transcripción,:(Waterma1f;:ét;'a.I:¡L)c:i995;3:Stúrzbediér et al., 1992). Esta región 
, . '.. > ~·-· '.:. ~ :.:'::~,.)~:··:~~.:~;:·,~~~:h_;:~JH'.{?·:"·¡::pA'.;~_'.;/~~--~;::,:;~\~~!:':};~:~~::>,1~\~¡:«1;r~:~>.:-.si~~~,.::~:}:.~4g~;~;..0v\-?~~.~~-f:-.. . , .. , - -

participa ·también'/ en~'.elfefe'ctd;iiiegativC:l,';'dOmiri'áñte':de' las proteínas mutantes de 
. :;,. ·. , ·· ... .- -.-:,'. · .. ·~;¡· 21 _.;,:::'.:"; ;:~{~1 ... ~~:~.; .:t .! :'.~~~~~'.1~: ~·,~ (~\?:: /t~~?; r':~,1:.~D;-~~i~:·~~·:-~_,,~"t:S3.~~~~J~:*;·~,i~N ~ g~~(i:;t~;~:,;:t~~~~ ~1J~? ·~,. ·. 

P53 sobre;Ias}prOt~íria~~;¡>5áNsilyesfres~''i!ifüpidiéndo'..;'. que éstas últimas puedan 
. . ·: < ~:: -r;·.::t;:- _·: ~~(_: ·-:.:·~5 ::;2::-.::.Y:~,1~.~~;.: 'c~:}.;:~-~~{_,c_~:·~~·,:;.;i~2~j·¡.:.~~;.;?~ .. ·.~:~-~1~~)ir~;~ ;.~.r~~}:. <:;·~:~~,'.::,;_,{;·>~~S~~,' / • • , 
mteracc1onar con;el DN:A (I(en~ et. al.;, 1991b):W1~ay11ente la tetramenzac10n de P53 

enmascar~ .la;. ~efl~l d~::~i~;8fi~~¡g~i{hri~l'~~·Vi/:;;íd:'c¡~~ se traduce a que P53 sea 

retenido en el núcleo y preVÍen~ ~~~ ~~a ~x~oriadci' h~cia el citoplasma donde sería 

degradado ( Stommel, et al., 1999) 

FUNCIONES DE LA PROTEINA P53. 

La proteína supresora de tumores P53 es una fosfoproteína nuclear 

polifuncional. En células normales y bajo. condiciones sin estrés, el gen p53 

continuamente se está transcribiendo YO tfi:tdG~iend~, sin embargo el producto 
.. -··· º _ :·,. ,-_ ·_· :_ ... -.... :._.::.'"' ..... ;~',>.;y~y.;· .. ~,:.:.-¡~-~:r·-. ::· 

proteico final está sujeto> a ;una· rápi~a''.aegradación vía ubiquitinación por 

proteasomas (Chowdary:~t:~1;;;;;;1~·~U;:'l\1akÍ ~t al. , 1996), razón por la cual los 

niveles de P53 enJ,a~-·~~f§í,~~fJ.~::"I~?il!¡~~gfí~:ae los tejidos son muy bajos o casi al 

límite de la detecci(}J"L :Ui'~6ti'.vaciÓn de P53 en respuesta a varios tipos de estrés y 

daño se establede·~~üiJi~al~ente a través de modificaciones post-traduccionales lo 

que permite'di~l11i~uir su grado de degradación y cambiar su conformación para 

incrementar su actividad funcional. Diversas funciones se le han atribuido a P53. 

Esta proteína puede actuar como represor transcripcional y corno factor inhibidor 
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.· ·. '}.:i·ji~c/:~tt~~~~';1\!~}r;}; . 1 <~f~·> · · 
de. la: tradtiCció#:'.·de):::i~rtos RNA mensajeros (Chumakov, 1999). Hay reportes que 

. ·. __ .._. .... /·::'·'.·:~~··;.;:;N~'!}/•::..::·.·::~~~ .. ,:;,"":--'-~-:_;_.;·':~'>·-·/_::¿·: , ··': .. ·: ~~-,~¡:::---_·'·:·_:··· ·.: 
indican"q\í~'~tfa~p~Í-tiCipa;:per se" en elprbceso );reconocimiento del daño al DNA 

:i~~l~1it~mi~~~~~~4t~i~J::::::~::r::~:::~:~~~::~: 
transcripeión· (Ráycroffef aLri99ó;Kérn;' efaL; 1991) . 

• •... ··~~f j~l~f ~líl:~,~\~!~;;~;;~~~~.~ri"e al DNA tanto de mane'ª no 
específica)'corrio'.]"'ésp:e~íficá::';'se}fl.a';'propúe~fo)qué\la interacción no específica se 

~- -. ;:\:::: ., ::.: ~:: ~.r?;·:."t~~,~ ;;-- ;.:~--:y~~1: r:f.1~; ::. ::.:-'f1Z~ ¡·_·~~=·:1~¿;;.:>J~t ;,'..,, (/-~\ !~:;~j~:·5.::r---~\t~/,;· __ .. ~·,· · :-.:<:.· ; . _.;; 
presenta cuarido;la próteífi_at'~s3\dfo°Xa1.if!él;ibc){t,~lj~~,eé:óno,cimiento del daño al DNA 

.. · :",- ··, >:. ~ .-:.' .; ·:::..;.-:~ -~.:i < ::-:'.;?.: ~:~:: ;·->:;,. :-~~:::h~ 1,y:.:·J;;~(~\:~:~~+-~~,.-~~>~~~t::·:·;;~:>1;;~~~\··t:x~.;:,~~',:::'(1::{~;r~\~- :;~;-; .-.: _, ./ -'.~··_ 
(El-Deizy/1998),,:(lá(:l,();c:fü~!,Psá.J,:@~entá\á'§.ti\d~a<f.;'exontic:foasa 3'-5' y puede unirse 

'· - -: .... -· ·. ·;;.;:\·< ):=:- '/:«:t..> :.{·._j;·,,<<'.:;;~:·.~ v~~T <~,:~"'-~ "::!.~}~·~HJ;~~t: ... :~~~-1~5·:'1 .. i::;"/~:~.:~..;:';~:~·?V-'~ • .¡;;~\~-,~--~-~-,: .·:,·;~./¡-:1· 
directarríente·al'DNA''de;cadeiiais'eiicillaXy/6·fa~i báses'.siri aparear. En cuanto a la 
• . - . .': - • , -.," .. ¡; :·;_:~'.~~<:,?':~~/~:}~~~/~!.~}; 1~~J;:;·~1;;:<{f~~/!·:~~~t~:~~f~f~~¿:~jj~~·~'.-)r;::.·¡~~;~:Ph'.·:~ytff.'l~~\t~:J'~{~:;~ :5:\;,>-.·-.•. '. • , • 
mteracc1on espec1fica;~·P53:ftr~l;iaja:;co_mó).:f~ctcir,;,de'transcnpc10n al umrse DNA a 

'. -- - : ··. · ~;'; ;::·=·.:.;:.~1/;~~i·!·: ·i-,~·~~!·'.·;.r·:?S1;:,~.::;~'.J}·t.:ri~(- ':.~ :&l·f.;_:.:ú.:~~:;~~:?;?~"~~?:.:'.~1-~:~:i-1,+lt~~>..;p.:~·-~!;~;~,:;.,'.·'.:\~~-~~?: · '.· :: :_:,;1: :"~· 
través de sécü:eriéias);es'pecíficás'(cori¡'.·élf_domirifo·,>defünión ·al DNA de la proteína, 

,':· :: .... : ·:::::~:y .. ··(,:i;J;·;·,:~,~· ;: .. ,~i,~;"~-~¡·.~i~."::~:/r{:':1~~~:-h'~:t.~·,;~?~,·:'.::;~~~·~: ~,,:~~~\;:. ·:\·t;+·~::\r:;:·;~J/,~:i}}"~·;~.--~·~:'.!) 5\:\'.· ':.»: -: 

estas sectíeriCias1:'son'{conocidas''2offi'o:isfri0s'.coñseriso'.:p'árala unión de P53 y están 

compu~~télt {'1!iH\}i~',;g~~~~i*t'?~EI~~j~1\j~~~t*~~t~~it~~8~;,lfJ,~?,n·. la secuencia 5' -
PuPüPuC(A/T)(T / A)GPyPyPy73~,H:separacias·~,'''p,Or,§J 0:13 · ; pb. Resulta interesante 

, · ,. ~: '."-..,--. .. :::'>. \\- >." ':-·' ·:,::_ -·«¡/:·:"\;·5}~'..c,:}:::'~:~~Y.t?.::(1A:;~1 :.~il.r: (.:·.:· ~~1g~;'. ·~ :.·. '.:"" ·. 
mencionar que· di.cha secl1€lncia:,está\d~geri,eradá,;'eri 8 de las 10 bases, lo cual 

pudiera influir en .la a~Üva¿i§W~·~j~~tft~)(~#:~}~~·~:~~es transcripcionalrnente blanco 

para P53 después de difef~iit~;[~~líi#bíá~:.c'J~~l--Diery, et al. , 1992). Pese a que P53 
' , . · . .''e· "' ~.;.:~, .·• -.. -<,~·:· ',-?1:'.~~ ·f'.!:~·~;,:·;~,?:'.\T~¡>~::";~~-;'.\\·~'!~~-:~ .,-,· '.-,_: :- :. · 

también puede repriil1ir,:.-Iaje:X:Pk~#ón{;dé'.'génes, esta función parece no estar 

directamente rel8.ci~d~aK~J¿~:y~~'tltá{¿~;;Ji~e~~encia-específica al DNA. 

· ...• ,:.•. ¿;;·~,~{ 1::;!~~6-~~~~t.~~i!~)) /~\i~.~·:',, •• , .. · .· 
Desde su descúorimiéiitó 'como factor de transcripción numerosos genes y 

: ,; . :~,<;";_.·.\~-~ ·;;::.:.;:.:~,~}:~~;:~~\~q~~:~í·'.:f~,;:t:\t;~~·{~.;I'.f: .,/; ~ .. : , 
vías de. sf:!ñ.aliiac!c)'n'.}iapfsi~o;'.descritos. Se ha propuesto que dentro del genoma . '. .\:;~; :, i>~ ;:::•';1.::-:,\~; 1.'.':?~;.1·;·¿,,;~,fi\1/','~~~·\ (.~;~;>;<~)~~r.-~ ·~. '-¡ 

humano )ialfrí~ ~ntfe'.~99.:x';'áoo'.sitiOs consenso potenciales para P53 (Tokino et 
• ·,-'. <:~;._:;:,: :. '.:;_';!4>·~··,'/:/ :,".::~~-\~'é·,;¡:V;~'.,•hJ';~>-;.-~7''~·~¡.;J• )°• :: '•_;~· ;~; •• _:_ ;,<· 

al., 1994)'cóií:~Hií:'~l~i!·~;,t€cri616gicC> y la aparición de los microarreglos de DNA, la 

cascad~~t~~,i~~~~fgB~flí~~~l~~a por P53 ha sido estudiado más a fondo. Zhao y 
colaboradores,:(2boo)fütilizando línea celular de cáncer de colon humana EB-1, 

. : ·!.:.-,'r·-,~~~;; ~.,¡;;~· .. ,.,';.,;.'..:.';.:,, -.,.¡·::~,: ·:•,-:t:VJ . ~ 

que acafre~·~tifí~\,Vér~ié>n silvestre del gene p53 bajo el control de un promotor 

inducibl~,i~~~r?Jlj'~~%~faÜ· que de 6000 genes estudiados, 107 fueron inducidos 

mientra~ ~tj~~;;; 1-~~ fueron reprimidos en su expresión. Además de los genes 
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_,., ,,~_1,;l:·;~ .·,'. :· ,;,:~j-:.~,/.'·· ~- :-.: 

.'~,;, ;'H,~:?!~~;~i' ~Rf,', . . ;, ;, ,,,',·'.' 
invol~'erado~'erl' a:reglllación de los procesos cfo apóptosis, ciclo celular e inhibición 

· .. ,':.¡~\.'~;}!l_r~\~;~~-'ir;J}fr~i§,):S~/ff~.'/.1:.:,;-:>-,_ ...... · '. - .'. · ,'_·:·:·.:·)_:; . . :-\\: .. : :_,;/: 
de la•,angi()gérié~is;\sé'énc:ontraron otrosge~1es,•re.laci9nados con otros aspectos de 

la •fu~'6i~~
7

:g~1~~t~;'~¡g~~ que participan en·,·fü11cron~s· del citoesqueleto, factores de 

crecin1f~ijfdf:~~?~if~'?irihÍbidores, genes de Illafrfz extracelular y de adhesión, así 

como: g~~~~}'d~,w~~¡~~~iÓI1 deI.DNAyseÍíalización. En la tabla 1 se muestran los 

~:~:~:i~Ie~~~~~r:g~~~~ii·a~~iy~~o.spor-~53 a~rupados de acuerdo a sus efectos en 

.··. \H'.:~f f~;~·;~~Jrt9r(··~f~:;~~tI·;tf0x·:, . ·.· · 
Tres mecani:Smó's';i:)'fin(!ipalés han sido descritos para regular la actividad de 

unión'~l.bNX~.<"d'~~~~~f'f~El·;~~ifu~t;'h1e6anismo se refiere a la estabilización de la 
-. · ·.~:i ~· .. _:-:?<z~:);:;:~.?::.'.-~v~:~~1 ~:.r~Jt~:~.;~·~:Y~\;~~-::·~~~\r?.':;~~;\/f>;·:_.·-'._,-::, '."' · 

proteína :.ejl:ii.·•su··~-~#~eírip~~i:aitii119./.terminal debido a modificaciones post-
.; .. _: ; ,-~:·,:·.,.,.:.\>t·: ;',;:~\: ·~:;~~}f:,:\t,~~:v~·'.1:." St'$;~/,~;~·:~~''.,/~·~:~~-;'-?\<.~ · ··. -::.:, <· : .. ·: • • , . • , 

transcr1pc10nales~prmcipalmente( ·or!fosfonhac1on que llevan a la separac10n del 
. -.-_. : .. · '.- -: '_;.. ':>::~\c';·,~,.'~L«·:'..~:;i.':~-f0~~·'~-~tf'.~.~:':f ... :'.)/'.·:{,~.: ,' :·~.i·; ·· /·~·'-. '. ... ·._ ·. 

·regulador,; ÍÍegativb;~-)Ji:M:[):fyI 7Cambiás:- ~onformacionales en el extremo 
: · . .:,··:_ :"·-~.'.-2?:_:%:: 1i_0~?'i'.Z~~~:~:~_1lt_t;]:~i,~t~~-;:~f :;.}1.;;? :h~~ ;~(~;t_--·=_:·.·. ·.f ··:_..;: ;_ 
carboxil() :t.etmi~a]f:"fl.a'ifra~yés;, __ .,__ .... ladoI:iéS,:y.fósfcirilaciones, en específico sobre 

los d~ryli~i~¡~~~~$l~~~}~~,t~t~3~~~~~~!~~~~f ~BE~~-?:l~~;;;,así como de. treta~erización, 
representan,u.n,segundo.mecamsm9ifl<'malmente¡_un tercer mecamsmo mvolucra la 

.. _: ~ :_ .-, :: .. ._·_··:?~ 1_.<s,·,~_.::-:.ii:;~G~·~:;t{:;;,-f;~'~¡:\:~~:{!:t<~;:~~t-;:~'./,~~-i~~-'t:.?.~:l~>~.:~~W~\~:%~.::;i<~ ~:;..i:>X_;~~::- ·: :~ :-J " . · "· .. 

defcisf6riladói:{{erizel;·C:arl:l'8xilofterminaí:~Adicionaimente las modificaciones post-
. : .. ~: .' · _;. ~;.:~·-:<:~{t'.;~·j¿_;!?.~_;·~~6.i':~'·::.:-1f/?L~~:~~~,;·.;:~1:'.t~,.f~J.f!::J~:-1·.;t~::-;~(~~~~f ;~~'-~.;::;\.:~) ~;,~:~··.:._,: >'.4? -...~···:, :_. · 

tradücfonales';;:sóbre:11a.,-confórmaCión~'de''Ps3.·•·ada·. interacción proteína-proteína 
· -· :-:_;-,/,c.'·:~_~-~:¡~::,.-~1-~f?~~:/-?:~'.J.}~!>~~i})\·::;~:~j~'.'.~ 1>~~}~-~f~~~S\~;f~:;:~-J¡~'.:-;~',:>f ~:,:: ·. ·:. « ;) · .-~:->-~-. ·:. · 
pudieraii;afectaf~iórséleetivaiíierifé'álterar.Ia afinidad de P53 por sitios de unión al 
· . :: ·· -~:t;:~>/~:{/~~:;~:·_:.~;~}~ri;ú.!·;~.y.;i_~?i~f'.!tt~t;¡,;·i; .. {;)~'.{::~{•/h.'\1~~i:~:t:·:?~~.\>'~ .. ~F:; :;? ;:;·:·:':'-;··, :/ "-'.:, .;- :·-_ 

DNA pi:irti(!ÜJ.~r~s;1::9.~íJál'.sugiere'.l_a'.posibili.dad de que en respuesta a cierto tipo de 
· .. ·. _, ·~-: -· -:_. _1. · ~: :~1'- -~ !;:.~_~;-:: r~~-t~-/·'_!~~~-'""-1~?~'7~~·.:_,~-~(:--:.~.::~::,~~~;_\~~~-~~2 ~:·.~H~·,.,;·,~.::.:--:-. :,;~,:. · \2~~ '~·; · --:_ ·. :"_ ;·:·_·-.-: · .-. · 
señales, diféréntes81'programasj;aefáttiv~dón7répresión pudieran estar dirigiendo 

las res~~~f~~iil;~~~ilti~~!i~::,Ji"c,·. ·· 
.·A lª'.profeífia'.:J.l-53"',~.eJ~!llan_(át~ihúfüofunciones adicionales e independientes 

: · .: _ :-.>· ;,_, ·>>-~,""\;·~-~~¡]?-:: .?'.:; !t ·::x~,~-:.·~t ;:;~~:;:._~:·::_~~~~~.- t:1~»'S;.>_f!t,{f~~.\~·:_~~~:::i.::)·-~:·:~Y :'.: 
de su, acti\ridád);:c!)ffi'Q)ffacfor~:déú' transcripción, aunque aun no han sido bien 

entendi'a~~~·g~,n~~?l~~~Z~~~~~~~'.~~~~a~}¡J~iiuir la regulación en la localización de 
receptor.es· :iiifaJucf@()s'.~i}' ~p~opft#W (!orno Fas en organelos citoplasmáticos como 

, · -"· -·:· · .· ·.:_- · .. ;:_- ·:.'/' >.- i1 ~i:·f·:/t·¡~'.p-.:<f:,r1::.1 ~~::_r1?{~t.;~·:{ ~c:,\'':'.!.::~r:)-:':~¡c· ·: · .. ~ . .- ·· 
el aparato.de;Gólgi!fdel'.iriis_iiio,tot(leP53 en mitocondria (Ryan et al 2001) . 

.. . ·.· .. ··' :" :"; '.;':/,'::,:;;f$:i1;*:;t&~~i'.!/' .·.·, 
En la· figlii~ 4 .i-e ·in~e~tra de manera complementaria y generalizada los 

eventos que media Ps3 ante la presencia de daño o estrés celular en las células 

eucariotas. Los rompimientos al DNA provocados por agentes físicos (radiación 
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Tabla t. Genes transeripcionalmente activados por P53. 

Genes n1ediadores de la detención del ciclo celular 
y reparación 

p21 (WAF1) 
14-33-cr 
GADD45 
B99 
na8 
Genes mediadores de apoptosis 

Bax 
Fas/AP01 
Killer/DRs 
PIGs (p53 -induced genes) 
p85 
PAG6o8 
IGF-Bm 
Genes mediadores de la inhibición de la 
angiogénesis 

Tsp1 
BAh 
GD-AiF 
Genes mediadores de para la autorregulación de 
P53 

MDM2 
Genes cuyasfunciones no están bien determinadas 

Ciclina G 
GML 
Wip1 
EI24 
EI-ia 
HIC-1 
RTP/rit42 
TP53TG1 
Catepsina D 
Wig-1 

ionizante, radiación UV) o agentes químicos, hipoxia, señales de crecimiento no 

controladas por activación de oncogenes, cambios metabólicos como la falta de 

nutriéntes- oiibonucleótidos, daño al huso mitótico entre otras, son el principal 
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; .~ ., .~{·:~:: -·;,' 

tipo de señales qú~!1A~;~~eri a la activación d~B§~ cste,~art y Pietenpol, 2001; Ryan 

et al.,2001). Larel~~~Óh que guardalaactiv~·~¡g~ d~ P53 con el detenimiento de la 

proliferación celul~1·~;;,J1a activación de la;~~~~'io~is a través de Jos sistemas de 

monitoreo son delieíÍ<lierit~s del tipC> d~ d~~~6l}óg ~~t~és inducido y sobre todo del 
.<.· >.·-· :·.'.<· .. ::<-., .. ·.;.. . · .. ,···:'. < .... ·.:>::'>'.;f·.)1t/:.;-.···:···· , .. _ 

tipo celular, rió'obstaiíte' el rol mofocufar.esp'edfic() que juegan las modificaciones 
.. ·.-·'"·-:·i:::,'"'.c·_~ _;_ .. -~~ ... , ,·.-. ·. .· ·. :''.:.'.. ··.: .. ~ >-. .-.. ·-::::~'-;.!~·' . . : ~·. ····. 

post-traduccio11'aies así como Jos blahccis' ¿~Jii'J~r~s ho están claramente elucidados. 
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Figura 4. Cascada de activación y señalización de P53. La proteína P53 es 
estabilizada y activada después de Ja exposición de diferentes tipos de estrés incluidos el 
daño al DNA. La actirnción de P53 permite que esta proteína actúe como factor de 
transcripción de diferentes genes, Jo cual dependerá del tipo de estrés inducido así, las 
modificaciones a las cuales esté sujeta la proteína (fosforilaciones, acetilaciones) así como 
del tipo celular. El significado biológico de esta cascada será la detención de la 
proliferación celular, la reparación del daño, la inducción de muerte celular o bien un 
efecto anti-angiogénico. 
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III. EL METRONIDAZOL. 

El metronidazol (MTZ) es un agente sintético con propiedades bacterianas y 

antiparasitarias que se encuentra clasificado dentro de la clase de los 

nitroimidazoles y cuyo empleo en la: práctica,~línica ya tiene más de 35 años y que 

en nuestro país es de uso. muy común. :~Hé>~ J~ dfa el MTZ o (1-(¡3- hidroxietil (-2-

metil-5-nitroimidazolJ.,CFigur~)s) '.,'~'sf¡;¿Ü~fderado dentro de la lista de los 

medie::::se~~;~it~;ríl~hló:~~~:~ru:.e 1:0:::::::~::::· Pº' 
Trichomonas vagirialis::Cóncel\tiériipo;~,el:_espectro de uso del metronidazol se fue 

: . ·: ~:· ;"'~:/ ~J·: ~·{!./'~.~~~'~ .:~·?~ .~' .:.'··.';:~:(~iy:;¡:~··:~·?;·>~~.,¡~:.i:'.;~~·,;,'.,';'.;~~':>:,- ·;. _,:_..<--;~ .. ,,- . :_ .• 

ampliando Y. cónierizé(h'serempleá:d<3'.'i,J.1l1;a/conibatir las infecciones provocadas por 
· . . . · , : :;_:; .. -:~::~'-;:·.\,\'.X-.;:'.::.;( .:{~~;,i:~::'"•;-Z~-~-<:. ·~r;: j~::~!l.f<;{,'.~'-'.~.~·,:·-~/-N:;l~::..;r.~~-3~;'.~f'''< -- .: -·:-

otros protozóáriós'cóm;O'Erifii.'m'áeba'ihistolyfica y Gim·dia lamblia. Hoy en día el 
.'. :._· .. :-~·~:. ',;:_: _)~¡¡~;-;~~>:~>~-:;'::. 'i:J.i<~~ ''.//?:.:'.·c,~~:-?:·:':1::~'.(~.::~;·.<t:t~~::. ~',:~-~~'.;v?:~~'.'"':--::~.?;{~}.''' . .- .' 

metronidazol(i:anibféri"'~§'cc>n'sideraáo:"fího}éle]Ibs'·niedicamentos más eficaces para 
:· ·, ·:·:;."~-~,'i:?v:~~~::;_:.::y;_r,s;r y~~~::?:\·~ \<7 _:-'.·:;;1,::::t·:-: 1,.i,~ :·±~-~.~.:,i'~rA:~1:;.~('.: ·li¡~·~{~·:~~:~??~~s· .. .,::) ;.;· 

combatir· fas.'{iiífE:!~ciOries '!,pór}:b~~terias~;¡~p,a,~tóbias tanto gram-negativas como 
· : .· . · 1:. :1' _:~ ::~'.'/:(.~~~· ·.:·::.-·::;;:;. >..: ·/· :.;:~.-.l:. ··:_,::.':~5 ~<: ·: :i.:\~,;~~-~~-·:{r.' ,.:f1':;\~:;:~.((;;~~~'.5'¡~1~6.::;,: ,. . 

positivas destaé:a1:i'dóla infección·porHelidobci'Cte~pylori (ver anexo 1). 

· · ,. · ,-.. ' ·: , : .:~ ..•. , .. ' ..•. : -•··· ·:~;~·.~,\,.):Á~t,::ivl:·¡~~~~\·;~rt·1.·:. ... ·. 
Se · propone que' el ,mecánisrríoW~d~h:a.fción del MTZ es a través de la 

eliminación. ···•del •..• ·p6tenci~i'\r~CÍt1~~b~}.¡;Jí~!~~~·iriÍcroorganismos anaerobios y 

microaerofílicos(Sarim~lso~; i9~~·)~1E1';1'1-fii';?,relativamente inactivo hasta que es 

metabolizado dent~o. de los:organis~~~t,~~~d~~iibles; es activado cuando se reduce 

gracias a la acción de proteína~ /frari~portadoras de electrones como la 

piruvato:ferrodorlna oxidoreduct~~a' o l~ flavodoxina localizadas en el interior del 

parásito/bacteria, lás cuales rek.liz~ti la reducción del grupo nitro del MTZ que 

resulta en la formación de N.:.(2~hÍdroxietÜ) del ácido oxámico y de acetamida, 

compuestos altamente téixiCos., Además se ha sugerido que la forma nitroreducida 

uel MTZ daña a las células al formar aductos con proteínas y ácidos nucleicos. 

(Samuelson, 1999)~ · 
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METRONID.AZ.oL 

META.BOLITO HIDROXILADO l\fETABOLIDO ACETILADO 

Figura 5. Estructuras del metronidazol (MTZ) y de sus dos principales formas metabólicas 
en el humano. 

A nivel de farmacocinética, el MTZ es uno de los agentes antibacterianos y 

antiparasitarios más est~diados. El1. e(ser hmnano; eLMTZ se distribuye a todo el 

. organismo y tiene uná vida,Ill~di~ en plas~a':pí.·bÍriedio de 8 horas. La principal via 

de biotransformaciól1 · clel MTZ ~~ ~l m~tabblisrfi() ()~idativo llevado a cabo en su 

mayoría por enzimas'4él'c:brriplejo citocromo P 450; que dan origen a 4 formas 

metabólicas (Figur~· .. 6fa~ la~ cuales las más importantes clínicamente son las 

formas metabólicas'~etil~hÍdrOxilada y carboxi-acetilada, las cuales son excretadas 

por la vía urinarfa; (~¡r .. anexos 1y2). 

Aunque ,considerado como un agente mutagénico en bacterias (Dale, 1989; 

De Meo et aL ;,1992). y carcinógeno en animales (IARC, 1987), existe mucha 

controversia eil.,hÜá~to a los efectos genotóxicos y carcinógenos del MTZ y de sus 
:\I ··., 

metabólitos erí,h'gill.á110!> (ver anexos 1 y 2), incluso la Agencia Internacional en la 

InvestÍgacÚ1I'l.a~fiCánc~r IARC por sus siglas en inglés considera insuficientes los 

datos p~ra ~bhsid~;~r.frMTZ como un carcinógeno humano CIARC, 1987). 

',.··-· 
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MH= meta bolito hidroxilado 
MOOH= metabolito 2-carboxilado 
MA= metabolito acetilado 
M·= metronida2ol ionizado 

intermediario reductivo 

H20 

MA 

NH2 

1 
e 

.:f' 'cH3 

C02 

Aceta mida 

Figura 6. Vías de la biotransformación del MTZ en humanos. Se muestran los productos 
del metabolismo oxidativo MH, MA y MOOH, así como también los metabolitos del 
metabolismo reductor ácido oxámico y acetamida. 

Uno de los principales problemas en cuanto a la carcinogenicidad del MTZ en 

humanos es que el,tiempo de seguimiento de los estudios realizados ha sido dentro 
' ' \,- V' - '• ~ \\0.,. >' • • - • o ' 

·.de. un rango'.4:e.:i'.:o,~'i2'.años, cuando se ha reportado que el mínimo de tiempo para 

· eval~~r ii'~J~'c{rl~g~rlÍcÍcÍ~~ dé un compuesto en humanos es de 20 años (ver anexo 

i). • ,(;~~~t~~¡t~;t'.:{ . 
·. A'niyeJ:ce.lulár;:<tesfodios realizados en nuestro grupo han mostrado que en 

.· . :·..:··.:· \:,'"·:;,;~vt,,~·r(r~;:1.~:s·-:_~s·~~:~.::~)(\,~: 
lirifocitos·:O,hurrií:tn(¡s:.<d~7pacientes tratados con MTZ se encontró que este 

··. , ::/-:'·.:~·'J: .. ·< }Y:'.;L1
•1\'.1i}:;.h·:,?:-:-:·.'-;; 

medicament()'.:~ncrerri'f:lríta,. la proliferación celular (Elizondo et al., 1996). Estos 

datos han't~Í~t(dí5Qbb~i~dos en estudios in vitro tanto en linfocitos humanos como 
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.~ ' :, :: . '~~~~·~';: ::~)~-..;-.; ·;: 

···. '.(. :iií~:~A?4~1; . t.: ...... . 
• linfoC:itos'?'.de''fa:ton:;, Mi ert ,·. :\ 1980, Bahr y Ulman, 1983; Elizondo y Ostrosky, 

'.-- .-·> ~ ». :"·{~~;·~ r:·~:;~.;·:t~yq'·'~~:2(~~;r~~;<.~";_t-~~~!:~~~t'.i~~hff.~'.;·:~~-;, .. :~: ,'( .? .. > 
i994;··;;S.h.úbert}.;:et,t&l~'.fii'9:9·6)}~?Enel caso particular de los estudios con linfocitos 

. -. . . --:: ... º~:"~'.::--.~·-:'.~~~;:-:.~~;f.(~~';'~.:~:~~,;¡;.~~:; -~';~~~-·-;~~~)~-:~~0;:.~~;;.~?i 5:~-i'I'.- .. ~ _:.'~ 

.. humanos/tari,te>~dn'pit/:o/:cprrio i~ vivo. se ha reportado la existencia de respuestas 

in~ivÍ.ciriiiie1;'.~iC}g~~\~f;¿~c#i1á~F;MTZ e Elizondo y Ostrosky, 1994; Elizondo et al., 
19g6)·. .,... . 
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IV. PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO. 

Elizondo y colaboradores (1996) encontraron un incremento en la 

proliferación de linfocitos .de individuos tratados con MTZ además de un aumento 

en el número de aberraciones ¿romosómicas. Las células que presentaron mayor 

daño al DNA fueroÜ las tju~ rilái ~i~ii~er~~()~/En ambos parámetros se en~ontró · ;·~-, ·.: -·>.'~. ; ·~·.~~:·;: .. ,·"·. ~: ·-'.:,,~·-,~:,.:.:·:\:::·;.,,·.~< ::;·_-'(_~:~ ?·-:'./.\':-,,:-:;.[~'. ~-F~\"f:I,, _;,.~~- ·-;: '.)" ·::·.· :?·--<~· 

una .respue~tiddifer~ntéfenfre:clos'~:~an,·aa~res .• \Esta relación proliferación-daño 

pr~v~~~~~:'g~f ¡~t-:~i~'~t~ín/f~~!~~~~~!f ti~J}f ;e, ~a que por lo general al existir un 
daño en el[)NA;)ófpünt~i:Lqe:contfol)'d.élC:ic:lo celular, que representan un sistema 

· ; · .. :·-,-:~<-~- .-·' <: ', :~· :~;~t:-< ~:·r,::• :_·i~L~:~).J~r.t:'.·~.;0·\¡;:¡-¿;:_;:·':~~~,,;:·:~t~:!_~··Y:: ·{:~·;3:~_:;/~~ ;_:,· ·;- e • • ~ 

de vigilancia'.eíi/elfrriari{tfriimiérité);~aez¡la'.Jidelidad e integridad de la replicación y 
.- . . . ·. • ~.:: -:·{ _::· ~:: .. _ ,.'.:\·,->';_?'-~: '..~;-<.) :;~>';·Y{:_~.1«:::.:2c0~3¡:~'TrJt:?~::~~;g!'.f.'.:·:~?~:~>·i~ :~.~: ·:·.·< · · 

reparación .deHgeridriúi.}~'inferruriip'én{fo}progresión del ciclo para permitir la 
.· . . : .·.:· · · · .. ,~: :· ·.~·.i.' ... ;·" .· -'·.~>~ ').~:t;~r··.!:{t!~:~~3-:;;~~~:~;~~~-H~J::;:~\~/;~':f~,, .. ·;-.:-;~t~~:.; ... ~.:;?; ... , -:~:·~.·: .... ·_. :: " 

reparación delfdaño1''0 1ifa:;:elimiiúieión':;dé<',Ja célula (Hartwell y Kastan, 1994; 
. -;: .. : :> i •: ~·5 \.'.~/:~~/~i:i'.{: j:~!?:.1~.~~~~5.1(i~.~~~~~{~:~.'-l1?~t;-"'.,:~:~:~¿-):?: ~~'.>f~:.!;;:, :.::~~¡.\ :-: ~.-,:' -· .. 

Paulovich et~al'.;i<'.i9g7)j;:Ei(decir!'qt(ejse\~spé~áría que la proliferación de las células 
- '/ -~ :~ _'• ~-~ ·¡,;.: ,,,¿;f _" :·. ~~:-r;~:~-?'.+ .. ~{<~--~~.t~:~-'f1~/~7/f¡:-....,--~·i;l~~(::~-~·---;.·,,-~-~~¡) y<· '.~_'.·:_'.) < . .; . ~: ¡ 

tratadas coril'.1 1\ÍITZ%fü'era('{'más')lenfa~idebidóial· daño al DNA inducido por este 
. , .. :.-~:· ::~;~~~:-~:~.~('.f.~~\~(;~}~:.5.~gl0~:~~·::t1f:/f~)-~~~r:l·~1~1'.f}\~r:~:.';\:~:~;~~(~:_·~~lt:: _: ... '~-'~{,:::'.:-·_:_:·-~::.>., ·: 

compuesto:Siíi embargo;H<)s'datós.dé Elifüridbfcols (1996) sugieren lo contrario . 

. ;;·:;.;~~J.)~~},}~;~~~~~J~f ;Jili{° t~ü;)fi .. , , 
81 b1e.f!:J()s s.i~te.mas: ec.Vlg~lanc , 11:celulas de mam1fero estan conformados 
:. · :r(:-'. · .?; 6;S:i;i:,:s~1~t,.:r1;: ·~ "-::;i;;\'8·!1·f~~~tP:~~ 1~<1: \:;..; z:.c: ~:'f~·~!:·~:.:.~··:~~:: '.·:;.s./_:.-,:.-.·. : · 

por un grariiñólfi:~f()!.C:l~t~prpt'eíria's(regliia<loras a diferentes niveles (Figura 2), uno 
· -. -_ ··.:· >\, :·:~·-.~: :.Y1T~~~~~\,,;::;~:~~~2~~;;?t'i::>i-::?;~:::;~:~~~·t.~'.~~;;.,:~;;f :~?:P~ }),.'.·:r,~:'~:~::{'..« .. ! ,. 

de los elernentos¡masfünpOrtantes enelcbritrol de estos sistemas y de la regulacion 
· · · -·,_ ·.' :~·:-:~; _-;: ,;:,;:;?(:J:·-~;;,~\ti,~~:rf(f~~?:::·I~3~f;>r;·~:·:.: ·:{'.~':i'\~~;;~~--/;-·;;:.; :·~ ::«.:· '.;:¡{- ·.--. · 

de. las"sefía}~s{que,~á.hí_;s~?tfailsdu:Céri\es ·la proteína supresora de tumores P53, 
"·:· ·.:: :_, ·~--~.~·- \;\:, ~-~·;/~~.~.-·~1.;~T;;:~\'\;::.'..:}~~~:.':.j\;)·-,;:,\;: :.:.''·"·~~ .. -.?'.._,-•. )·x::~: .. :._::-,'-~:.< ~· :.::~: . ,. -

nuestro u~uardian·p~l·genoma'.?:J.~orJoque por el hecho de que las celulas con dano 

al DNA:·~:igJ~·,g?6i'i/erik~~cVpbd;Í~·a~h~rse a que el MTZ inactiva a P53. Por otro 

ladol,~~:dif~;~~g~~:inaividuales:ie~:órtadas serían el resultado de diferentes efectos 

-de{~fZ,:.;,¡'hc:;:;~Ji/ metabo.li~o~,-,.Jh, la respuesta de P53. Para contestar estas 

pr~gl1ritaS, usamos linfocitos h~~ários para evaluar tanto ex vivo como in vitro, así 

· C!omo líneas ·. c~lulá.re's 'cori diferente funcionalidad de P53, si el MTZ y/ o sus 
- '• : . . ">"¡;·.· 

metahólitos producen diferentes tipos de daño al DNA, si el daño generado puede 
. . . • . . . ~ . ' <' . , 

ser. reparado, a;Í: C!oil.lo el papel que juega P53 tanto a nivel biológico como 

funcional en ~sth~ ~í~C!tos y en la respuesta individual. 
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS. 

Hipótesis: El daño al DNA y el incremento en la proliferación celular 

inducidos por el MTZ y sus metabolitos interfi~re11 con la expresión y función de la 

proteína supresora de tumores P53 .. Las '.4Ífer.encias en la magnitud, tiempo y 

funcionali~ad de laproteína P53 darán c;C>rri<f~~áult~do una sensibilidad individual 

:ra:::,,t::~~í~tiW[E~t?i~ll~~~~jf ~ la •proliferación relular por el 
Como~ óbjetiyp"~genefal'.?<:lci.~éi!e.;trabajo se determinó si el MTZ y sus 

. ., '·,'.-·:.". :.·, :.:,<(<\·~·~::~3:.~~--~;-~:N~:.'.,~~~,>-.:;-:,f\'f{~:i;Vi:~.~:-~~fS:,:_~;·:y,;:;..:._t,.<: ·.:: .... /.'. · - . , 
metabolifos ¡jrodúcenfüañá'alDNA/<Y sialteran la expresión de P53 y la progresión 

: · ;' . · :.f;;,- ._ ;·!~".-< ·:?~~~~>~~}·:c({<~<áA?.í~liff~~;1;~~~~~~~-,:t:t:::.rf'.:-.·r,,;::-). :_, ~:-~:-. · ·: . ... -. 
del ciclo celulá1':·,Tainbieii;se'iiri:véstigó si hay diferencias individuales en los efectos 

. --· . . ... : =.: .. ·-:::'.·:t:';;):)~:Zs~"~J~~r:;.f~~\:~~~~~':1~~;~1:.~~~'.:~-.. iA~:\·.~~::·_ -'.-~:- .. :: : _·:.·: · · - -, --. -. ~ -.- -- . , 
del MTZ ysi éstós:se'encuehtrah rdaciónados con la expresion de la protema P53. 

: -·'._:~;>- :-~VE/~-:i_ t~l~~r:e:~~~~~:~<:,··" ~ - · ' · · · · 

• Determinar si el MTZ y/o sus metabolitos inducen un incremento en los 

niveles de la proteína P53. 

• Establecer los efectos que tiene el MTZ y sus metabolitos sobre la 

proliferación celular. 

• Determinar el significado de la respuesta de P53 en relación con el daño al 

DNA y con la capacidad ~roliferativa de las células . 
. . . ' . ··. ' :. 

• Establecer que relaéón guarda la respuesta individual a los efectos del 

tratamiento con MTZ ~~ni~ activadóll.yla funcionalidad de la proteína P53. 
-. - : .. · - , ;,.,:· . ,·, 
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V. MATERIAL Y METODOS. 

Estudio ex vivo. 

Selección de voluntarios. 

La selección de individuos sanos parala realización del estudio ex vivo se 

llevó a cabo en base a criterios de. e}(clusióri e iil.cili~ión, exámenes físicos y médicos, 
.. ;, ,. - •. •,.-, -• •• - • -··.¡.-...;-, • "_,,, ""•""••" '•' 

así como el consenti~iehtc>fo'r~~~~.Clba~lds vóiul1t~rios para su participación en el 
, : . ,_. . ... :,:'; ;_ ~>- ... /..._: ,·-:·:~!. -,.'._':~ ;.«<~ ·:>::_~':.' -:: ,_ ;;_:·-~·;.~~:\·:: ~.i?-~':. ~-; 1~: ~~:\ .r~-r~\:;_.~~:;:' ·~: ;:¡. · ~:..- _., ~ · -

estudio; el ctial .estuvo áyalado·:por,él tConl.ité .. de Etica del Hospital General Miguel 
• · . . .:: ~--: ::- .. _:}i/;.~_::<:J~·:;;f:;,;',,.::r>-~\~_~:;··_?-~;;,;::~?"~~)~ ;~;~~}: ·-~s~p:.f:::;;.'::~~-~·;;l!'.·-;·:,.r7::c~~-~1~~i\~:-~:; __ : 

Silva ylasautóridades·del•Estadode''.Michoacari . 

.. •.· •. :\,;~·;;:.·!;.'.fü;:{0i~;: · f~~l·K~~}1rMi~r~\~~t~éf~·?/·~~'. 
a) CT·iterios;ge;inc .uswn"y"de.cfr/:?ii~ió11.:.:;'..;. ·•·· 

· "~ :· .- -. -.. ~ ·:.:·e~::,- <~i~J~~~3~t~~.:::~1}~;ffiJ \'}~\{~?:~~ ;~;:~'.':~:;~~t~'«~ '.tl~~;~~. ;.'..)~'.~.~~:~~1f :.»y.~.:~-~:;·>:··; "X· ... '· . • 
. Mediá:nte\ilá'\aphcaeion~ de~rcue·st10narios. (Cuadro 1) a los voluntar10s, se 

- · ,;· .. : , ,.~.f~.·i,.>.~.-.~·:(·:·~;~~~::.~,"·~· ?í:\2.'::~~r-·;~;·:,5.::tW!~~f.'.~.~~t;t:c::.:~~~~;,-1;=,~X~-~k:{/:.:.::~,fi, :'~~,> ~:.:; ::·:· :: ·. -. 
determfoaront:los~:;cHúfrios~:de;'iñdiisión':y:,exclusión, con la finalidad de evitar, 

-.- . · / :_,~:- ·,:\;;~,~~::,;I;'.:;:t·'.~~;:.-\:ti:~;¡h;.::.::.~\~t0{~:~~~s~~.:~:-;~'._~~t.·;~·~~:,~-:t::·~;;:_:.!;:}:·~ :~) .. ~<- .,_;:::: · ~-: ·>·. .: -
dentro <de} ló '.'!posible;';:, yarfacionés \y factores que pudieran confundir la 

. ,. - • l~" ., . ¡ _, •• - ~···-· '3!.' - -•,- ,., ·- ¡' .·, '• '-",_,. ".,., ., .. ·-~-- , : -

interpr~taci6i/ a;Yos~-~i~'t1ik1i~~:, i,,·_ ... :. . . 

b) ~l~~~zwi:~~;~~~r i:·;¡:(, ..... 
Par~·la 'e~~iu~Ció'Ii.dei;'~st~dódesálud·de los voluntarios se realizaron los -- ' ',.... . ,_- -

siguientes estu?ios: bibtnetrÍ~ hemática~ química >sanguínea, examen general de 

orina, determinación·d~ ~l1d~~no~ 0r~le~;(I-l\TB'.y){IV) y examen físico, el cual 

consistió en la d:terlriiriaC:ión d.~· la ~ fr~dri;~~·did'·'~ardíaca, presión arterial, 

e1ectrocardiogra~i,·i;•-~~1si:fo;\t~~);i?g~i{~~st~~',~; .. :.«re~piratorio y gastrointestinal. 
También se determinó la édad{e:Statlirá,ypeso corporal. 

e) Carta ~~~~~ltif ~Jtl~í~J~~~,·· 
Unay,e.z~s-e,J~cs~.()J1:a49~)f>s:,vól~ntarios, se les dio una explicación detallada 

del estudio,'.1~~f:1~f"i~~i:~8!~fffi.~~:.µ~:a carta de consentimiento (Cuadro 2). 
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Cuadro 1. Criterios de inclusión y exclusión 

Clave del sujeto Número del sujeto Iniciales 

CRITERIOS DE SELECCIÓN 

Criterios de inclusión. . .·• . . . . 
No se incluya al sujeto si alguna de laú:espuestas es no. 

1.- GES el sujeto de sexo masculino? 
2.- Edad entre 18 y 25 años. 
3.- Forma de consentimiento por escrito 
4.- GEstá el sujeto en condiciones saludables? 
5.- Peso entre 55 y 65 kg. 

Criterios de exclusión. · ·· ·· ... •· .. •· • .·. . 
No se incluya al sujeto si alguna delas respuésta.'> es sí.· 
~ . _; . •.- ._, . . ' 

¿ Antecedentes a exposición :re6ieri¡~,r)':'aif~~tk~-·· plaguicidas, 
agentes químicos u hormonas~··LM8:i*S;ls',lt:~~.J.N;).;;; .. ··~~J.; ·• ,; : ·· 
2.:-Antecedentes de abuso de alcoholydrogas:,:) .. :>¡.• 
3.- ¿se encuentra bajo tratamiento.médico?.:· /':.·; :<'. ; 

~:= i:cw~ncia de cáncer fa~iliar ;,. : .. :·' :.;/i,·A•t;~.~;: .·:{:· ): 
6.- GHa participado ·en algúii estudio' de .. fovésÚgaé:Íóii 30 días 
previos al inicio de este estudio? ·· · · · ·. 
7.- Exposición a rayos X en el último mes. 
8.- GHa donado a le han donado sangre en los últimos 60 días? 

Firma del investigador __________ _ 

_SI 
_SI 
_SI 
_SI 
_SI 

SI -

SI -
SI 
SI -
SI -
SI 
SI -
SI -

_NO 

_NO 
_NO 
_NO 
_NO 

_NO 
_NO 
_NO 
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Cuadro 2. Carta consentimiento. 

CONSENTIMIENTO 

El que suscribe con domicilio en 
certifica que tiene años de edad, que ha 

leído este formato y que todas las preguntas al respecto le han sido contestadas en 
forma satisfactoria. Conozco los objetivos, maniobras y riesgos que se derivan de 
mi participación en el estudio "Evaluación de daño genético en individuos sanos 
tratados con metronidazol", que se realiza bajo la responsabilidad del 
Dr. 

He revisado la autorización del proyecto por parte del Comité de Investigación y del 
Comité de Etica del Hospital General Miguel Silva y certifico que he sido informado 
de mi libertad para suspender este consentimiento de colaboración. 
En plenitud de facultades físicas y mentales y sin ninguna acción coercitiva, accedo 
a participar en este estudio y firmo este consentimiento en la ciudad de Morelia el 
día __ del mes del año ___ _ 

ATENTAMENTE 

. . 
Vo.Bo. Presidente del Comité de Ética: 
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ll~f ~jj~illilliiií~~~;~J~tir;,¡:¡:~~=d;~:,s;:::'.: 
icc-:i: ;orardesoo ing de metroriidáiol '.(f'.lagyl) cachtS :h<:lúb111te 10 días. Las muestras de 

· · :<·.· :.· .. .. ·. -.. -- _-- : :·. ,., .. _ · _ . ·: .. ·. ~ .:- .. :_ ·: ; .. :_ .: .. --~ :~· ~-<_ .. _,,.1'.· .. ,:y{::: =; ~n:::_ :·:·-_ ... ;'/ ··):-11·.;·1 .. -~;_ : :; . -_,_:::~>: ;, -_: '. . :1--'. ~:;:t :)· :;:v; :-::·"--,:r~~'-~-;-. (·i:~/(,:_:._ ... ·. ';_; .., _~ _:· 

. .. sa~gre se tomaro.n .~ni: ·a~ga_~}4#".i:J!fi:~ ajjt~s·)!~;·,liÚP~ip1~ra ·toma, un día y 15 días 

· .r~¡:H:¡JllI~~~llitf ~f J!l~f~~:::~:;p:;~;º"~: 
fúerón codificadas y~pr6'Ces1i'.aas'i'p"ara\l~tobt'b'néi.Ón de células mononucleadas y su 

. ,,, ·.·.·;~~~::11~~f~~j~~~~f !{l~~r;~~~~~;;;;édi~ ycriopr~•rvadón. 
· ·· ·' · ,, , :, :.· ·'. P,ará la obtención de las ·. célúlás. ,: rripr,i_éín\j~l~a.d§l~ . t:}e sangre periférica, se 

: ·•;'.:··· .... : F.:~_n't[.¡cl'~a~C>.h\s.-.n11••·d~ ..•. sangre •• a .•.• i, •. ~P-~rf~B:mf,[~~!~~1~~:1'.~~0:Ei.gXé~ : 11.~· ·• .. gr~diente a.e 
. \ ... FycÓll~Hypaque . (Sigma). El anillo de délul~~\biá'ne'~§'{;1~'i'rec\ip:éró y fue lavado dos 

.· ... : .. /:';~S~~Y~ri.. ·• .. piedio· ... RPM.I a . travé~•••·;~~;j,q~,~1tft~~~SÍ~~!.;.~J~ift~~h1~pAt· ···a~rante 10 min 
, ,,:;,;. (Reper: et'aL, 1968). El botón celular: '.s~ ·~1:~.sWsJ>,e:i1'(i¡i:{~p: ¡·~···m.1 ·'de':rriedio RPMI 1640 y 
.. · ?:: ·'.·:·:~ . ¡;:: ; :<:.:·_;:-. · . ::' .. ·:·.: ::<' .: · :·. -_ -- _ - ·. . . : __ - • i .. .. '_::,.':·. ·, .' _ :,_-: :' ~· ' :;)_:'.•: : -' ~ i\ '. _:.! • : :;':_;_~'.:_~; 't'F~~'.-.i\,':fL~Y:"f ·/F~}t · ::_~ .r. ~(·)::: .·_ ;;;_1 : i/:. ·_ ·_··· 
{: / el '•númei·o.de células así .• como . su<viabilidad~sé',deterfoinaron mediante la exclusión 

:::.-i ):.~x··~· >··'.·~~:>.:; . <::::._ .. .. _:'.'.:_ ··<·-··.: - ·_.-· ·. _ .-.. · _; . ~--:· -: :: :~· ;:.·· - ~~·~;):'._ ;:="~};~'}//J1t<;,: ;~)~j~'.:\·~~\~;;?)'.f~¿· \~::'. ; :~~:; ;_j,¿~~;~{_.¡ ;_~ ";_: : ~~/ 

' 't ::l;c;lora~:.: '"':l. :•.1 ?• t~p;:º· 'AP<~;i;Oda;~nfo lÓ x 10' células por ml fueron 

:·<:::is ... :. !:é::_ -, : :<:- :-: -~~~ ;· · , .. · 

:''}\\:".úrietabolisriió lisósomál,YJaintegridad de la envoltura nuclear (Strauss, 1991). Esta 
.. ·· ... ~w:·_': .'; _; :_ , .::/://-_, _, ·.-::._:/ ,:-. ' ): :~·.<;-: ,:-._· ·:> _--_. : .. -:<:. _/ ::<.'·.·:· /.:: -·~-- ·:·. ·:·, :\:\:::-_.,:_ .. ;: 1·r :: -:,. : ·-:· .·:·:·; : 

; ;<:I r11etpdologíase/reiÚiz9-de :acu.erdo a lo descrito por Hartman y Speit (1995), con 

l !f tif íiiltit1J¡;r~~~~~t~:~~::~~~~:J;::;,f :;~=ii~ 
;;i,r '.'~j. q,1:"fluor,e,sc,e11ci~':c1ü~ly[:>:erriíite detectar y clasificar a las células visualizadas de color 
;~- . ~- :·\;>I ·:::-,y· ,:_:; .. ~>-·:,.· :\~~::,:/·' :='-· · ;~~;::::\·::~~:~.{~:~:~'.t!~f./: ;_;.'~ (r:::.· ::. : ' ·,- ' 

: :',~·· };' · ;· -:·>_::- ; 

. : •' ... ": .. '.". . .:· ~ . ,-. : >. '· ; \,_: · ::~-~ .. '; ;,~:'.-->~· ;:~:= .. - ~: ': ::;; .. 
.. :, ·,, ,. . 
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.. , .· : .•.• ; :· .. ·····f ff 'jf (;:~~Üt~{.·: .. ;;.~····· 
rojo comá'.rrúierfasjrJas células verdes como vivas. Se evaluaron 100 células por '.. ·; .. :'.-·-:, ·~ ... -.. : ·< ~~rr': .. ~-5_(/~:_:···.·:_,r;~;~-:-·-')~.-~--: .. ,- _,_·:~\~:::·; ·.--· ,._ · . 
copc1ic.i~h1)or:tri~}~f:~d.o y los resultados se expresaron en porcentaje. 

:·: ·:;_:,:·-,,.; .. ;~ ,. , 

.. ;~, Cultlvo·d~linfÓcito~ h~171an-os. 
. tJ~~ .J~z obtenidos y calculado el número de células mononucleadas de 

i s~ngre~ntera, · estasse Úe~aron a una concentración de 1 x 106 células por ml en 

niedio de c~itivo RPMÍ."Ii~4'6 suple1Tlentado con 15% de suero fetal bovino 
.·· · (Hyclcme) i{1activddo_~6~·¿~jc);'a;§6-~-c. 'aminoácidos no esenciales (10 mM, Gibco), 

L-glutamina (2 niiY.t;.si"~~i~)'~'.sÓÍ~6ióti:B·~\~~tÍbióticos y antimicóticos (penicilina 
, .· ·.· . ·~y~·.:·\ 1"::.c,'),!·;fr,::fi'.l\./::1<)~~:~:-~~::.~'.-i/';~--~'.·<_:-~ ")> ~--- ·'-Í'~;3"~· ;:;· :_~ ' 

10 ººº unidades/ml;·:sü1ía:t.()A~'estre'PtO.miéiná:10,ooo unidades/rol y fungizona 25 
··;,·:···:-':::(:'.>';;~~F:·'.·\~i,e~:t'.~{~~4i:>~:,:'.t?J.!;_i,~:~:;FR·:~:-~ft>·· -~~:~:> ·.:·~·.}: :;-·~~·-. ·; 

µg/ml, (Gibco) .. ~Sey;s,érri1Jfar'.cni;;,·3 e,;rnl:.;>ppr ·;tubo y se agregaron 200 µl de 
. :_ ';·; '.:·:;}:~?)~'. :«•ofrl:~ ;'.~i{~ff;~{p'.;l~\'::~;~:.{~;'~:~·.~~,"~·;~:_;;,!:.:·'.: :/.{ [.· ... :.::;>::-. ';[ .. : ':._ ':_ 

fitohemaglutinina;(PHAi1'.Gibco)ji:sé)j1ciJp~ron a 37º C durante diferentes tiempos. 

·····;:······i:~~·.v . ·o;:.,,\•t·1~t1;~0,~i'.'.~~:/é·",·•·.:··· •. 
Ensayo de elect1~oforeszsumce u ar/alcalinaT·f'i> ·. 

. ·. :· ,_:·:-~!- -,.:-: :'.,::·~!:: . .--. '.J:t+>·~:/;fj'.~~::·;:~~~~~l1-;i?;~:~.~~;¿~;~~,-;i.1t~~i~;1~~:,fa~~t>t:~:~Fi··;l~:fü)7f,.L~'f -·;--~-- · , " .. · 
Párác eyaW~r ·~p11ipi1j1j<{frt()~:C!~:~¡{d~J}.á s~l1cilla en el DNA se utilizó el ensayo 

· ~· ··- :>:·.~ \:~; }"://-:D~:::-::;r: ,,ff-1_-:i_/:{:~-~~t\r~~-~t?;;\~,\::.:/:(:?'.:<.:~,._;:~t::<.i;f~ .. 1.:;/;·.:. -:- . · .. 
de elecfroforesis.'üniCélular;;b'.'érisáyo\deF,cómeta en.su modalidad de pH 13 (Rojas 

et .. al, 1999). c()BJ~~1.~~~~~.~'.m:?~l,[{~~~1~~~~·;,:t~~~i;~~.~·~:fo~í1a,~. fueron preparadas de la 
siguiente manera;:. s?·.µ1;tle'Jas;~muestras{de:Jinfócitos obtenidos de la sangre 

:::~::~~~{ f ~f~t~ºi!~~!!~}~it{~iltl~Li:~:¡;::::: i:~7:!~ 
0.5% (Sigma) \Y'éubiértas con un portaóbjetos:xLasilamiriillas fueron puestas a 4 ºC 

.:< · ::·. --'>:'::,;:!'.·;.: ·· ,:: .-~>--~~. _ .... , .. _ ·:-..... _ . :· -.. :· · _:_,_ ... '>: ,;:}~<~;:~~'::~~~f.:;;n;*;~\r~~-~~;-,(~ · ?:·.: : 
para acelerii:f eLpróééso .de gelifiéacié)ri:;sé;~f~rríc)~'.iéi el cubreobjetos y se le adicionó 

~- ; : . _.'._ ' -:~: :._, ·;_>,:-':. :('./.~ ___ :_-;_;~. ·º«'-:. :_ ·:·., ~--~ <- __ .- · ·. · > ·-): :;'\/~:·,(;:;<~~~~;:1:::~:::.r·~~·'"~·~{,!·\~·;:.~=-~-_.' :.; 
... · una tercera capa de ágarosa de bajó piinfo:de'fúsióri: Una vez gelificada se removió , .. '' '. -: .. . .-.- ... >. ·.•, :· . <·;;/··: ::.·:: :. ·-:;; ·.-:: ·.-<.~.:/;;'!.;_'-':··;~; :.\' -<·;·.;:; ::~',::}3~ ~~f.;-~1~ ;~~-'.}~·-~:·/: ~ .· 

el cubreobjetos y se prosiguió con la liSis';aléaliria.' 

. •· .··.•· .... · .. ~/,;.;.k{,~~r.-f,\:.·.x?::~,;~'.1~{~~;·\;~:-?:-~·'· .. ··.·· · 
Bajocondi·c~of1es so~.luf'.amarilla, después de una hora de incubación a 4 ºC 

. en una s?lg,~i~á.~,~N~.~~~Í,~~f¡Jl~'.'(~:sM NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris pH 10 y 

10% de DMSOfres·có'Xr1%.~;I'ritón x-100, Sigma), las laminillas fueron puestas en 

. una.'cá~ad d~_efé6Wi5f~fa~fa· hbrÍzontal, con una solución amortiguadora alcalina 

· ''{;oomMNáOHY~:Í"'MM_r;~J~EDTA, pH 13) permitiendo que las hebras del DNA se 
·- - ... ,,_, ... ',,,. '''·' .. · ···-· 

· p~dieran .· de~én~onal". d~fante 20 min. Posteriormente se llevó a cabo la 
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·'·1' 

electroforesis durante idflii'rifa 2s V,y ;00,tnA .. Al finalizar, las laminillas fueron 

lavadas en una sºlÚé'i~A·{~~biti~uiciora de neutralización (0.4 M Tris pH7.5, 

Sigma) durante 1sJiri'.~·~~~Í1idiatad~s con etanol (100%) y secadas al aire. A cada 

laminilla se le ádicii~~ki&n«g~,~fde Br-Et (75 µg/ml, Sigma) y se les cubrió con un 
• • • • ;,/';-.'.~.;::-:• - •· .;·· ·•. r 

cubreobjetos. Se Obsei-\raro'rí células individuales a un aumento de 20X con un 

ocular graduadof~ii\'l~ri\",'Fi~roscopio de fluorescencia Olympus BMX-60, con un 

filtro de excit~·ciÓd:'~~\15-}560 nm y un filtro barrera de 590 nm. Se midió la 

· migración del}DNi"~bfü() longitud de las colas de los cometas, es decir donde 

termina eF último p~nto fluorescente d~ la cabeza hasta el último punto 

fluorescente de la cola. Se evaluaron 50 células por individuo o condición. 

Estudios in vih·o. 

Linfocitos humanos. 

Determinación del Índice Mitótiéo{IM.J. J ~l/1~~~c~'de Replicación (IR). 

Se realizaron cultivos de sanire'e~tkr~Ol:(iÍ?Cen medio RPMI 1640 (Sigma) 
. , . . ·. . > _,· ··~·.:·;··?r.'.<~;1_~,r·:·?~:~;.?~j".'.-"~'.:;~:··;>~, 

suplementado .·con. 2111M de L'."glutá~i.fria\,tC~~g#ia), 101111\1 de aminoácidos no 
·· '.· :- .. · · ... , . : · :· :' . . -~-- :._:~,.-'.' i~~·~t1;;):;.~:-i;i/r(~e:;1"1~~~~;/:·<-: · 

esenciales (Sigma). Al inicio« de'>lós~::cultivosnse adicionaron 32 µM de 5-
·, . . ,. ~:: . >.. -··> -'·~···;.~:\(~_.~)~~.~:·:~:'·~:J;.~¿-~~:~~,5~:}2ii~~>~>;V·)\.-

bromodeoxiuridina ($ignrn) ;y. ó:2 I1}~:_4e':P,f!:A7(Gibco). Las células fueron tratadas al 
. . .·.::,- '"::·:·: .·.:: :< ···:.::\ ·~·.··-~·~":.~~-::.; ~\\;·:;;;.:~\;;:{;/:f,¡t';~~Íi~-~:i;~~~I·,·;fi~{:'::\'.'.c;·::-. ·. · 

inicio del cultivo con concerifrácibri'e's;:'.di;;ioo y 200 µM de MTZ y cosechadas 
. . .... ·.·;"-'.-:_-:~;.'ti'. :),\17">;_:{·f'.:T}"~~J:~5~f.;~#J$:='(~4~·~:~~~~t;~~:g~~·:.·», {.··-::.·:. 
después de 72 h. Dos hcfras-{~nfe.S::dé\la)tÓ's'echa'se agregaron a los cultivos 2 µg de 

colcmuid.(Gi•b~~f iiJiíilt~~f f 3~41i~96J . 
. Las é~lulas~f\i'Elra·~·~goteadas sobre portaobjetos y secadas rápidamente con . · ; : · · · ·:~,.; · '<t .. ':''f'.;'! .. \.,:.:;~:..: --'~·':-::~-:":"~:e;~_.:·:_.,,,~'-.': : : :: ; . . , 

fuego. Las:~.1a.riii~iÚ~s·?~fü~ród t~ñidas en una solución de Hoeschst 33258 (0.5 
. · . . .·· _.:.:\\~-· .~·,:'~J~.~."<.{~.:·)~:~i~-Í:~F:~;~;~~r~~ ~~:?-/::: i _·'. is: .. 

µg/ml) dl1rarite::3q;m,i,ii; páraluego exponerlas a luz negra (i.5 a 2 h). Las laminillas 
-· . _: < :.:·\·:~.· .. ,_}.,~f:•,:·,\'K!!~~~,;~";:.~';"~?~t,7-r 1_,;::· :·;~ ;', ·.: • 

. se ti~erari·c~n:I,~~'(dlfiGieinsa (Merck) en una solución amortiguadora de fosfatos 

,pH6.Sdiif~-~'~;i§:~i'ii;;'t~e;ry y Wolf, 1974). El IM fue evaluado como el número de 
'•. ~ '~ '' . · ... ·: ·:"'\'. ·;, .._:,y:,~,i-:_.··~\;:'.·t~;··~~·;\~;!>:-~~;'.;.·:, : .... ~-.. ·.'.'.:.'. 

metafasesieii'2ooó célúlas. La cinética de proliferación celular fue evaluada en las 
~ ."' \• ', ''.c.,;·:•_. ,'; -." ·'. ; ' ~ , :· 

primera(Hfo nietafases, determinando la proporción de primeras (M1), segundas 
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(M2) y terceras··~~' s lVlSIOnes",mifz~i~is~· El IR fue calculado de 
• : . :; :::·: >{~,;·f/:J.1~~~!Jf:f'!j:g}~~(;;!~'('.~~f/';(1'3.\!.;~';~;:~\:.:·;?·.".;-.·: ;.:·;!~.:. 

siguiente fórmula!a.R~~[Mi(i}fM2(2)+M3(3)] /100 
:· -~Y.-.'.::'.·.;·~;~r~~:,: ~~;." ~·~:·::~~- . 

acuerdo a la 

Linfocitós hiiirl~~()S y; meas celulares. 

~124~·~1Lwi~:Mlíneas re1u1.,~ utiliwdM en ~•e estudio ~•án 
descr,itas.·.efi';faJªbJ~?2'.'~Las)írieas celulares de origen epitelial, HeLa (ATCC), C33-A 

º > '..:· . . '.-.~ .:>~t .. \~;lf:~::ffi.;.:;%;,¡~0:~S~·;fÑi~,:,>;3~?:°'.}>:~< .'..·, .-,:.-' · 
(donadas,po(eI;J::)r};Gár~éíaCarrancá, IBB), RKO y RKO-E6 (donadas por los Drs. K. 

: . . --:_ · .. : ::. ~.:.:~.:~~0-;~:;1}~~!~-~~,~,??~~'~.~\~~;;_1'1,\;t.:,~:?<:.:~:\' ~.~ -~·; 
Voudser1.-yi':A::1~ipple;~INIEH)fueron cultivadas en medio DMEM alto en glucosa 

.. : .: ', ":'.~-.;:::::~.~;o«'~·;\.~;:.,,(J;~}1.;j[{/iJ?it~~-'i.::::·J;;~~·.f;'~¿;;;~·~)''.'._'-~~ :·-- .. ~' ·. / · ... · ' 
..• (Sigl1'1}1)'stjplénieñfadéFcon 10% desuerofefal bovino (Hyclone) y 1% de penicilina-

e~~~·.eg~p~~st~~~ifu~ft~i~~F~:C~i~f?}'.:L,ªsfélulas Jurkat (ATCC), ATM+/+, ATM +/-, 
ATM.E/.,'.'.(donadas:pcfr~el Dr;R:~:Gátti,:ucLA), todas ellas de origen linfoide, fueron 

·: . ::.: . .-~ :~. :_. .';;;';,:'.·: \:;:);~~~::~·~f~t~:~.<Ó}~t,:l~}.~;;~·.2if ~.~~;~;;~.t_;g;·,;;~ .. ~ ;.,h:-'. ~.- ':i· --<-... ,-:} . ~~·-·· '-'.': ,..·· 
cultivadas en'.iifodfo':;RPMI"'1640. süplementado con 10% de suero fetal bovino 

. '(l1fc}~h~q/l3l~~;~~j~~fü~~~i~§~\nci'.e,1ehciales(Sigma), 2 mM L-glutamina (Sigma) 
y.1%.:.de~penicilinafest!-eptómiéina"'füngizOna (Gibco). Todos los cultivos fueron 

'--~ -:··: .". · -·: :.:·~: ·<):~\,:.'<::;,;'..,..- .·:~0/:'.~~:.1,'.'.:'>f-'::--V::,r:~.·~n-.. ·.:'.~·.~·~~·:~- >:·:.::.::,>:·: .·:::: . . ··:··.-.. -· . . · 
incuhados.tú"3'j~,:c::~ri:\l1na\atm'ósféra. de 5% de C02 hasta alcanzar el 90% de 

·• confld~Ü6Ía:~ii:;~í··2~·sc}a~;Úis.~Í~éas cel~lares epiteliales, o en la fase exponencial de 

su:crecil11i~~~~-~~·'}~i:i{g~~~·a~ orige~ li~foide'. 
·: .. · ~<::\)···· ~r. ·, -,: .-~;-~, .:::-., -. ·. · '. "::··.:~~ · 

:_ .-.··,,- ·':·:·.-,·.;¡>~-: ·.·.~~.~ ... -,_. _,_, ·.·.:: (.'·: , .. :··"-~' ·.·.~:,.<·>:- . . ·. 

Tratamiento'· d~)as • cu-ltivÓs · celillares con metmnidazol y sus metabolitos 
hid1·~:l1zddd·t~~~rii~db. Z · , · ,. · · 

. ,< A~\pr~pararbn' ~oluci6nes acuosas estériles a una concentración 10 mM de 

metrÓ11.id~z'éi1. (MTZ;.:.Sigma), de metabolito hidroxilado CMH) 1-Chidroxietil)-2 

· .. hidro~Írri~1:ili5::hifrbilTI.idazol) y de metabolito acetilado (MA) 2-metil-5-
. . . . ' - - . ~ . . ; ' 1; ·-. :, " ' ' 

· nitioirliia,.azql; y'.'por diluciones se obtuvieron las concentraciones finales deseadas. 

LosÍrl~ta~oltio~fyeron sintetizados y donados por los laboratorios Rhone Poulenc 

·.·.en. P~~ís/É.~~~;6k~1' { 

.. '\~·-·'. f :.~f:f~~~;::.r¡~~ . ·, 
. Párá losHcultivos de líneas celulares, se sembraron i.5 X106 células en un 

· volu~~ri,firi~{(i;~.·~5 ml, mientras que para los linfocitos humanos, los cultivos se 
- - ',- .,.·,,.,-,, 

hicieron con'i}c~()6 .células /ml como se ha mencionado anteriormente. Los cultivos 
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se inc~bar"i:ni'['}a~\:ondiciones ya descritas durante 24 h, para posteriormente dar 

los tr~~~l1~i~~i-~;:por 24 h más a diferentes concentraciones de MTZ y sus 
, ·-,.·.·,~~··--::··::;.-7c·.;·;-:c¡:;--,;, .. -- - · 

metabqlitos:C25Fso, 100 y 200 µM). Como control positivo se usó actinomicina-D 

(AMD, sigih~)'."ht~na concentración de 3 ng/ml. 
·;·:.. ',º:',·'. .. 

. , .. 

Inmunid:ie~ci6iz ~e las proteínas P53, p21 Wáf-i y }3-actina por Western blot. 

d:{~élulasfueron cosechadas por;c~Ütfif~gación y preparadas para su lisis 

·comó'lo'<le~cl'ÍoeSalazar y colaboradó~e~-d~~¿); Las células fueron lisadas en hielo 

e~; ti~~,!~bl~áó~ ·~aÜna amortigudor~', g~;J6~fatos que contenía Nonidet-40 (1%, 
:~ , -_·.~~ -i -~ ?:·;·~?~;~:.;;(-(:;·:::,,::··'.-:''. ·, __ ;'·' '· -.... :" :-- -_:,..' . . -. .,- >. ,. __ . _,-~· .:_· ,_ ._;-.--;..,: '.\:,-.~\:~\ ·~.'~'._'..)·~; ,. . ' 

Biorad),·(de'óxicolato de.sodio (~,5%j~·Sigiria), SDS (0.1%, Biorad), PMSF (phenyl 

~:,~;~¡~~i{~$!t~f i~~~~~1~1ii~ltci,.~·~·~~. e;;;:.; s~;~~:=~~:~~=: 
total de proteína de los e>.."tractos celülares· se)fotérnlinó por el ensayo de Bradford . 

. ·. · ....... /· ;;;:;~.· ~t~f i~~/g~{{1~.tf~-~-~J~;t;f~~~~a;~;'.fg~~>·:f l: .·;:-·.. . .. 

. Para5linfoc1fos.'.hufoariÓs\'se'.:'.üsafon8o:µg·del lisado total mientras que para 
: o>.,-.: »:\·t~': :: ;;·,~); .. ;'.\i~\.-~::.{~~.\~~~§~~:;~it'.~(.::··;:1)1J;~.'::7~'.t4/~: ;:~:~~:;J;,~;'.}~-;~: .. J~~f~'./::; ::.-~~\;:~> •~'.!:'\.: .;·.;·:'. : .. : ;.' '> ~-:.-- ·, I:'. · . ·,.-, 

líneas Cf)l\}lare.~M~l!oil~eiitr~déJ~\ítilizadafué de 5dµg,. Los lisa dos proteícos fueron 
-:.-·:>>i~'(,~ ~~:~--1:,,:;:: ~~~;~:{:·;.:a::::~\:::.~~:+?~-}~¡:,.:~~F~y~::~ .. tr-~_"'z~_:./):-(.-·-1

:-:-.~-::·---.:.---""- • /:, ... ; ~;: .; -~-. , ·-.-_,._· • ·, ~'- - ·:· 

calenfados:,durantes:miri'.a;9o~c·en\unasolucióniamcirtiguadora de muestra para 
'; .. :. ">·. -~-'.~·~~:~"~(t~qt:·:;5!l'.'.2J.-::t~{~?~\:~,~~-·~-;· ~~~f::-~t~:'~;:·«\f;~{(°: ::'.;'.'.':->. /~-'. .-: :·::· ' .. ·. ·,; ... -- ; ,:· '.:.:·_:' . -_;, ' '·, 

··· corrirriiénfr>':(2%\:sns;~:so!ri:í.M'Tris pH 6.8,.10% glicerol, 5% B-mercaptoetanol y 
. -. .- ~-:,~- ~:>'~>:;.::·:?r"<.i'.~z-,.~.~:fr'i!>-~:.f.1,~';'~}j}J~::'~f/í;:?,~·:f:;:'?\(f;\;,:· :·:·' ., ·.. . .. ·:·. ·: · -. · ':; :.-.:., .! ... · · · 

0.01% azültdeibromofenol);'; Las :i:froteínas fueron separadas en geles al 4-12% de 
.. ' .... '' . ~ :'::::·" .: ... :.:\/\i1/~:~1:,,~:;~'.t:·'.·j~·:~~~~(~'.~·:.'.:':<;·'::!;. :/~(:\'.:::;:~·~; ?';:;·,:., ~ ,:· .. :::: .. ' . . .· • «;,-'.' .1 '., ·,: 
· SDS~poliacrHa,iTiid~' (~I)S:-PAGE) ·a ... 100 V.ª. 4 °'C. y posteriormente transferidas 

.. · ~~~~f~~~if ii~i~i~;¡~:~~~1§Í~~1r~l~ :~:::1~~~·d~:~;:~:;~sL: 
pH ?·6 ci~ráP:te?lfüs)J.gra~·i;t'te'ri,iper~tura.áiTibiente:Los niveles de las proteínas P53, 

, p2i~~fi~t*{:g~t~~t~g~~~~~~i~~~;~§J~~+~:.qs~rido los anticuerpos monoclonales anti-
p53 DOfí[i:µgziril},(Sarú:a·crü:i;Bióteéhnology), p21 [1 µg/mlJ csxus, Pharmigen) 

-: .. ·. >:. \·_ -, ·::~~ ~<-.'.,: .. ~~:::r·.~,~/~•r ·:'~;~:F<,:ª:~1~·\T~?~~'.~:1~·;1~~1.:::1~~ .: !~.~ .:· · .·:: · . ; · 

.. Y. a~~H~-~firi~'.\?fii.9fül,;~§~g/fülJ:,{Santa Cruz Biotechnology) respectivamente. Las 
• ... . · . '.:=·· ·:. ·.;·:-~.:'::/;~·:>~.;:),~''.\~:;)~.·{:.~'~01:'.f'"-;:~;,~~}'.<~f~~H:··7:.~0-.·.--;:;, -~:" 

.. , bandás ~(mmririorreaetivas \fueron visualizadas en placas de autoradiografía 
· -:.:.::. : __ .. : -. '.: ~:.-:~· . Tix:~ ?,;;~r(:~-~~1~~;. -P:~~-1:r'.~:.~;~2::.,:\t;~·::r-:,~<:: · · ~-· . , ~ 
· utilizanc1ó'eh"S,i~t~ma:<de peroxidasa-ECL-quimioluminiscencia (Amersham). La 

... ; :· .! ... '..·'.·._.;:·:~·:"·:-:!;~,t.'<}·'.:~~··~··:;~r.:;.r .:·.<·· .·. ; .. ::. 
··. inteD:sidadYdeilas bandás fue cuantificada por densitometría óptica usando el 

· -; -;v.,_, i:~.~ 

programaQuantit)'One (BioRad). 
3_.. • .. 
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::.,;~~>: <~-~r~/~'.:,:~P ·~,,-,,· .,, ~.,·y-~ 

,, . , ... :.}:s<--. . _,.1~-~¡:.,1,~:::_:,;,/.-,~:~\.:::;~.~ _-.··.:~~?-. >: ,.··· 

::i:::;;;~it~~1~1~~f i~~~i~~;,8,;'.:f :·;~ ; i;,aucCi6n de MN (MN) en lineas 

.· Con eLfin:J;de;'.~eváluárj'ém'·}íneas'·celúlares los efectos del MTZ y sus 

meta~;oli~g~t~~t!l~~f BJ.~Íii~S~~t~~:,fi~~~:í&l.~r(~~'.~";{1.~,··, inducción de daño genotóxico, 
determiriadohriedfarite':'Ia"',;freci.i'eñcfa~'d~:ii'céhilás con MN, se usó la técnica de 
; > / -~,:~ .-~).-~;~~~s.~,~:J~~t~-.~-??~1i:~~r~~;~:~:::~:t:~~~}~'.~~~~·;:~f~lf}3i~:::·F:~~~3~1FJ~/(c~ i'.~j:(~ :r~~~-~}-'· . . • • . 

bloqueo· de.'larc1tocmes1sjmduc1da,pori}a ad1c10n de citocalasma B (Cyt-B) descrita 
.. -:: ,- ., .~· .. ; :· ;-.-,~;(''.\~~~h~: - - :~:'!J:~·~¡-;'.~t~ttJ·>}~ff,\~;=::)~~·~~t~:~?i'~:~\'.:~";f¡).'.:.;'~:1 .. ii-i;~--· .f'. ~·,·;_~.: 

por ·. Fenedl;f~ ' léy,<'.Ci9Ssrli'i"cori}algiinás ,·• modificaciones. Brevemente, se 

sem~~~;~~~1~;t~.~g4,Ji!gL~~iií~~1:fü~~4;;~1edÍ6<y se incubaron durante 24 h en las 
coridiciones»;)i~x(lescrit~'s;i~después·:ae las'.cuales se trataron 24 h adicionales con 

: ·' -.','_· ..... _. .; ~~í~.~·:>~;.;~::tt:?f,'.'(~~::~~~·?-'?-.±~,~~~~-~'Wi:~;t!:·:/fJ;.:,~~,,~;:;-\\i.:.- .<--:;. '·· , -:,- : 
MTZ; MH"'yL11,v1A('.aHes,i:c(jf.ícetjtr,aCiories ya señaladas. Dieciocho horas antes de la 

-. . .. · :·,:::::. ',~ ·.: ~;~7~:?· '"'·.-r:.;:,,~? ,:;.-::.~;.i:::c~t:':.r.~'.·:J~?~J:.:.,~_,~i:~ i~ .. -r-_,~i:;:·!: / ''. . · 
cosecha;, 3µg/riJlEge)CYt;t,B \;fuér()n .·.agregados a los cultivos. Los cultivos fueron 

· · ~· <., : . ::;·,, .. <;:\ :·,\;.'.~~S.-;.~~\'.;L~~~:!:1,·~::~-~~··.;?1·;::;~~{r 1,"~·.c·. ·. : 1 :'.i!·~- ;, ~!- ·_: _ 

cosechados por.centrifuga~ión)1,1200 rpm; 10 min, se desechó el sobrenadante y el 
, . ·:···:.· _;· 

7::·~:.~::.~y.:::,lf:'·:~~:-¡:~::<~¡<,~·~ )<.''"<~:'.: <· _;:>:--: .·,_·-:-- .- ' ._ :, . '·:': ,. ·. < .',. 
botón celuiar· ru~j;fijádéit~nfuria solución de .niefanol y ácido acético (3:1). Se 

' · . . ·:>,::~·c:: 1 ;·,_-'.~:,:.:i~>.-~-t->~,-,<~·(':;,'~~-:¿!;;~:{;,;·;:fy:=>:· ... -'.·~\:~,:.:.'.·-~\ _...-.~":-_· ··,,: :._.\~' ·. ;>.·~~'.:-'. :/).-:-: 
prosiguiócon;lliia fase'[a~iéi0n~l{c1e'.cel1trifugaci?ri .• eri Jas mismas condiciones para 

~:~~~~~1iWki1ii1ri~l~~~r¡tt~t~:::::::~::I:~:~:.~=:~ 
colorante{g~;:::yy~igl1{';y2s~:i,eyall1aro11•al microscopio. Para evaluar la proliferación 

celular, s~'·'~~~li~óJI'n~:id~io'a~'"~éiÜia~'\~~ono-, bi- y polinucleadas en 200 células. 

En el ca~~::'.~~:H~':ciheirriii-I~ción de células con MN, un total de 1000 células 

binucle~d~k::_~oJT~f'6it()plasma preservado y bien definido fueron analizadas de 

acuerdo ai~~~b~i'f¿fiÓ;recomendados (Kirsch-Volders, et. al., 2000). 

TransfecCió~'.#ep53 .. 
La ti¿ii~fección de las versiones normal (PS3"'t) y mutada (p532 73) del gen 

P53 fue reamiad~por electroporación (Menéndez, 1997; Salazar et.al., 1997), para 
··, '7L'' -

lo cual se ·ii~Ó tina. cámara Gene Pulser (Biorad). Linfocitos humanos y células 

Jurkat en ci~~irÜiento exponencial fueron centrifugados a 1200 rpm durante 10 

min. El botÓri céI~lar fue resuspendido y lavado en PBS 1X libre de iones de calcio y 

magnesio a 4º C, posteriormente se centrifugaron a 1200 rpm, 5 min. Las células 

fueron llevadas a una concentración final de i.5 x107 células /ml e incubadas en 

hielo durante 10 min, antes de que se les añadiera 10 µg de DNA a una 
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·. ··•···.···· ·Ji."iAf F;~~q~~t~~~w:~. . ... 
concentráCióú;1?de~ii.1j.tg/µl concerniente a las versiones de p53, previamente 

·_, -'."'\.'., .:-.-::i::;~;1~i;~,t,~:;:;'.~~Í'."-~:.:;}:,.·.:~.\-:;:: ' __ · 
purificadas·((QIAGEN)\a!partir de los plásmidos pcDNA-p53 (wt) y pcDNA-273 

(mut~~~s,,·)[:~~~~~:~~n~()r. ~1 ])r. C .. ~illar (UCLA). Ambos plásmidos fueron 
linearizadós'•~c0ri~lá7e~iima;de restricción Nhe-1 para facilitar su incorporación al 

~::~;¡¡¡f f i~f f il~i~(WJ~·~:=~~~::;:::: 7:~: :::~~: 
de electi·opórªcióri:j Sé;:aplicó~ún.lsól6j:íuls0:: dé ;1250 V (25 µFd) para los linfocitos 

. . ·-. - -f ~-\~''.: :·{ ?k''·~~;~~;~;.1,~·~-~~:;· '.~~v~r~l~;-: ;1.>;~ <:;.·;'.'.~: {~·:.:: ::,¡ ':<~~il) ~~-~~:,::: : ~··'.· ;~~:~.~- :~--:,~~~-:' < ::~~"· ·, ·'.· ,. 
humanos Y dé 6ó'o';;W(2¡f¡}Fd):para:las'.célulás JUrkat. Aplicado el pulso, las células 

j. -.: :~.~::: ,¿'.:;::fF~k:~~{\~~z¿~:~~t.;k;:1~~¿;;~'~?:{~;;~'~'.1:<~_\,_,;;/ .. :::·:·,\.\;·_.·: .. ~j~·,. ~- ~ ':-'.'::; ·:·· · ->' 
se incubaforil;ié>Xrriiñ;]'én':{;hiéló(para aéelerár la recuperación de las membranas 

. '.-·.-i:_:· ,: - .· .. ~;:::,,:·;;\}¡::~~~-~·'\\:·;)/,'..'.~~.;:~~·-~~:~~~/::·:-.'::\'::..::; '->.~::J·: -,~_'.:·;~' ';' i ... : '!. •• :": (·: .·-·',:: ..• ··_:·.:,... ·_. '. 

celulares/Fiíialrneiite'las>C!éltifas. füeron sénibradas a las condiciones ya descritas 

durant~ ii;t'i{'[b~r~ s~/'iec:~per~C:ió~ ·· ~ntes de. que se usaran para realizar 

experÍn;erit6~.···•··• . 

Determinación dela pl'oliferación c<dulC1rpor: ú1co'rpornción de timidina tritiada, 

f3HJ-timidina . ... · · ... · ... · ... > ..• '.,: :.C.s! ·::{ú/'.'·}.s.~¡i~~~::;¡:v_á i;: r<• . 
Para determinar,•Ja)J'résptiestaX::Proliférativa, al MTZ en las células 

. . . '. :. · .- ' -. . -_/:~:'· \0~:=:,_! ;·. ·~-~f:'~P/{-~:~;~:ft:t~~:' /~;_::;.~·~i'~~ ~,_~1;:.1 t~;:,;:~:{?·±-\, :> '.- ·. ·_\., . , . . . 
electroporadas cori;las<veJ,'si(:íne~;¡1ormál'Y:,mlitada·deLgen p53, 2 x10 s células por 

:· ·-' . ,'_, <_:.i-:·>.;:/· ·-.-~.::;:. .. · r:_:<::f~;i.!.W·f::.:~:~f.::--:.~;;tt~-~\~~~t.~1:·~~-;_;~~l:::,,\~.:~-~~1 ::1::~;·:~ ·.::.-:-.:~- · ". . 
pozo fueronjncu.badas@(p'o.ri•!(:}tiplicád_ó};:f~n1c·ajas/de .cultivo de 96 pozos en un 

".''.'·.: .. :~·:.:-"-_;;:,:\:'. ·-~;:~:~\~,~/i:f!:_(:'.'.:11%t;~f":.~\'l;·~;::r~t~i~0.~:Í{~;~·-~:-;,'._"!~~-ff:'l'~::.~:-, /i'-:·/-~'->~: - :.· --
volumen fina~~el~i:i,Q.4Ld.~~füe~füfqe:c!l11Jiy9::dllránte48 h totales y tratadas durante 

las últim~sj~~,~,,~,~~w~~~T;~~~Í,;~f'~~R~~~f~bi~'ne~ mencionadas. En el caso de los 
linfocitos hU:riiafios~éstosJU:eroii,estimúládós con PHA. Los cultivos se mantuvieron 

-:-·- -· _;~:~-·~ :.':::!.iA~'..:.;~\~~~h0~:;*·:i·~¡;?~:K~:¿~~,!.:1r:,~.4~'~·:"~_-{·-t :~:'.; :-·: .. -'. 
en una cámá~a'.:ii:~~f~g~\'~(::3zgJ,9X,:s%'(le'C02. Durante las últimas 18 h se les aplicó 

a las células'.¿fi'.;~~l~;gf~b'ff;;']_t~6i"'k~·timidina tritiada (6.7 Ci/mmol, Du Pont). Las 
···::j~})~_:··::f~J¡/'.~~-.¿:~:;,\'}:'.:/'-·~·>:. ' . ' 

células fueron:'i1cosecha:das en filtros de fibra de vidrio con un cosechador 

automático t~ii:~~fit~). La incorporación de [3H]-timidina fue determinada en 

lector de radiación beta (Betaplate). Los valores en cuentas por minuto (cpm) 

obtenidos en los cultivos no tratados se consideraron como el 100% de 

proliferación. 
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Tabla 2. Líneas celulares utilizadas en el estudio. 

Línea Tipo celular 
celular 

HeLa* Carcinoma epidermoide 
(cérvix) 

C33-A Carcinoma indiferenciado 
··. (céfViX)i>·< 

¡.·-

RKO " :cá~~iri~1f~ éc:616h) ·· .. 
:.t~·~':.~; :1~t1~~1-:i:~~:~·?K~;~::::,·.:~:·:;'.::.: __ '.;/.~ .- · 

RKO-E6&; Crireini:n1rn (colon) . 

JURKAT .•. · .:¿ejf ~:1~[~0~~~·~~cé~·ulá5 T 
:;}:~1-:;:~.~.:-~·Y.:~:-.,-~;,.·:-, -~_,·-. ·'. 

:..:!• ,-~ .~~\ ,,:--:.: .. 

ATM +/+ iíd~áÚi&~~~~~~'sro~1naclos 

ATM +/- ~~~¡*:iii?il\.':~r~i 
·.0'~·:. :" :·<.;"; ;->: "'=f. 

ATM-/- Lillíci~if~s i~~ll~íór~~~clas · · 
'·EBV\;',;,;t·.\·;,•< ::;e"' .. --:e:.:. 

·.,'·:::~ ,,_~~'··.is< ,,,;_; :.-:,!.<::-
* Irifececta<la'é:6nH:J?v.:is. · .· 

Estado del 
gen P53 

wr 

Mutado273 

wr 

. wr 

H ete1'ocigoto 
..196,256,259,260 

. wr 

.Wfi 

& Trarisfeé:fa.da.con.elgene E6 ele HPV-16 

Función de Referencia 
la proteína 

p 
+ Kessis et al., 1993; 

Scheffner et al., 1991 

+ 

+ 

+ 

+ 

Kessis et al., 1993; 
Scheffner et al., 1991 

Kessis et al., 1993 

Kessis et al., 1993, 
De Frank et al., 1996 

Cheng et al., 1990; 
Hassapoglidou et al, 1993 

. Khanna et al., 1998 . 

Khanna et al., 1998. 

. KhanrÍa eta!.¡ 199S. 
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VI. RESULTADOS. 

Estudio ex vivo en linfocitos de personas tratadas con MTZ. 

La capacidad del MTZ para inducir daño genotóxico en células humanas es 

un tema controversia} (ver anexos 1 y 2). En un estudio realizado en nuestro grupo, 

observamos que el tratamiento in vivo con MTZ incrementó el número de 

aberraciones cromosómicas en linfocitos humanos al finalizar el tratamiento. En 

linfocitos criopreservados del estudio mencionado se evaluó la generación de 

rompimientos de.cadena sericillaenel DNA.nl.ecÚanteelensayo de electroforesis 

unicelular o pru~bÍl delcofuéi~.';'~u~·es'uri~·iécniha:;ih~y sensible que permite la 

rápi~a. eval~a~i§~·.ae/9m~~:fu:i~htR,~.·.,~~~j,~})'.b~i'\.1~ra detectar daño al DNA por· 
actividad el asto génica (ver anexo 3): (' ''' 

• . ... ~ '·.· ' •.• ' .• '. -". ! '. '·,; .. ,··-~ . ' ~- •.' • .' 

. Antes de realiiatef'eri.'s~~o~ometa se descartó la posibilidad de que tanto el . ' . · ... :··.,·· ·' 

proceso de congelaci6nic'8Irio 'descongelación de las células tuvieran un efecto 

citotóxico en las muest~a:r y que representara un factor contundente en la 

evaluación del daí'í? .. Ld;~~ilidad celular evaluada con el ensayo de fluorocromos 

fue en todas las rriri~~Ú~s sÜ~erior del 97% (Tabla 3). 
. :~·~·:·->·-:~~··· ·~( ,_. <:_·:;.; :-\ . . 

~~·~,· ,·. ~-!.' -\~;.(, ; 

··. En la·taH1ii~4~=~'.~ril.~estran los valores promedio de la magnitud de daño al 

DNA, antes,i'}\5'.fü~~=~~~p~é~de finalizado el tratamiento. El análisis de los datos 
·.·:-~: · .. ·:<-: .:.:·:. \-~: :~:.;:~t;::~ViX>~/-':w::~~·:~5:--;:,_ .. ,)-~:~_:;:: :.\·-: · 

. co1110 grup()·;: uÍ1,,9íaf;;"de~ptiés del tratamiento con MTZ mostró un incremento 

· ~igJ1ifiC!ativo ,en~f~;f~~~tc::di~·hcle rompimientos en el DNA, no así 15 días después, 

· do~d~ l~s'vafo.ie~·'.t~ri'ai~~óri:~a regresar a los valores basales. También fue evidente 

la existencia d~:,di.f~Í"~Ü¿i~k e~ la respuesta de los donadores estudiados como se 

observa en la fi~J~t~>Jd.~ía después de acabado el tratamiento, en 9 de las 10 
' - "'-·. •::..:,_. ' 

muestras, se ob~e}vó\'qué el MTZ tuvo un efecto clastogénico estadísticamente 

significativo (T~biK~~): En las muestras tomadas 15 días después de finalizado el 
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•,;,-< ;.,._:~~;,:: • 

·--. ~'-.'.::i}itr-·:.: 

tratamiento se observó qu~ ~l'd~fiÜ ~Í DNA regresó a los niveles encontrados antes 
·.~;: :-' -:·.:?¡,.:,;:- ·~;\"·;4·~· ·J{._-/ 

del tratamiento en la mayo'da,de';fos individuos, excepto en dos sujetos en los 

cuales se incrementó en la rii~~~Íf~~ldei daño. 

Se determinó-' si , la 'magriit~d~fdef claño DNA se relacionaba con la 

concentraeión':de MTZ eJ elpÍ~slTI8:,·Íi·6Üal había sido determinada previamente en 
.. . .- • - -- - . . . ' . . . .· . . . . '.-> ( - ; ·.," 

un éstudiOr~~ú;i~<l() P°:Í: Elizorid(),~"-C:()}~·(i'994). Como se observa en la figura 8 se 

·:::º:~~~f jl~~~~~~~if~~~i~f l~~i~á~Lt:::;~ :: ~:c:1~::":~~~::~ 
. mayores';niveles)de~dañó>en'~el-DNA:cr.::-o.6 P<o.03). Si se considera que los 

': , .• ·,-!_'. .''. ·/~;'¿-:~fJt~:~{;:/\:~;~f,;~f:~p~:~?':·f,;:~)f~~-/;_~;~::·::·.,· ·;:·>:·:- -.:·'..:/-¡ ~--:.<:: .. ' : .; .-·º::"': ._;,;, · .. ; 
metabolitos'.prodfféidos'.iforJa oxidacióndel'MTZ en seres humanos, en particular 

. . '. '-: ' '." > .~ : :-'~ :,::;;i.'.'!:~. ~!/;~>;.:¡q\~i:}~:'_;,·1··.-:.1;:{-.{·;.__~·-:t-,·:f¡;~·.'(: :~: .. -·. :_:-. ;. ; ,' >. _.:;. ~;~ '( '' ·': ~->~"-'.' ;_.,- :: .. \.-·:">. , 

elmetaholit~ hÍdroxil8:dó{;~áñaneLmateria.l'genético, una posible interpretación de 

:;;[v7{~~'l'~~~;f ~~~:~;~1f ;r1:~•\,~loducirse por los metabofüos del 

-·El>sigtlién e;;o jétivoJúe:determiriar'.si'el daño inducido por el MTZ era 
, :' · .. :-,~ < ~-'~ _.:;,~:t-;~· ?~~-j}_'~-~·,[,~Jf'.!;J::~,;y~, ;:· -. ,Ci::S!r~ · ~~.\:'',~f ~:·:~~::.:::.·;\;;·{</.;~·-\·: :; :,~··<'.', ~·: f ~-=:~·:;'.~ ·~ .-::· ':'. :· ; 

suficiente'pár:a'iííctivii:r:Ja~proteíhá:::Ps3;2 Se~e:Vahiarori los niveles de la proteína P53 
·:-.- ~,:~-:· ':~··->·'.~}¡_~5~~-:~~-'~~'.-;(,flt"~í.~·~-.H,~<~\~·I:;}\;~':~·??:~· :~t .. }.:: . .1·~·: -~:-1:-, :.:·~,~:-, '.~·~,,:~>'. ·~ ·:;· ".':~.::v'.A':~:' .: . ·, 

enlinfoeifo~1dé;iridiVidti6saiites y/l',dfa,despüés~_de haber finalizado el tratamiento 
. : . ,;·:,': ~\ .. :<\};;·.:~1J~?i~,).~'..::~;\:;~~:á:~>;·_~'.~~'~::!~:\:~::::~;.-.· :.?<~-t_~y:::.:'.;~A~:.~.~i:~r~:.:::·~~.~:;;,: ·.· 

con MTZ;:aiinqué'.sólo'.coritamós cori'súfiéiente ínuéstra para realizar el estudio con 
, --:· ·_. · ·!. :'! .i ':/-_::;~~·-.::,,:·,'fl:~·~f:~/-~~}::'s.'.:·\}:~·i:~}~~\'_ci··:·~;:;-<··.;~{:·\·:::·i: ·::..-·'.:-' {-?::::·'.)·;;;_·:·; . .':'-5'>::)? ;~'.·::,::·~.:· , .· 

7 individuos':,Eri"éstii parte del 'éstuaio;:·se'ÍriCluyeron muestras frescas y congeladas 
, .~:-·:.' _, __ _._._·'::..'.¿-e': ~~,.:~:i<·.::;/~i;« :. ~~1.\·'(·. ~:.:;:.::(::.:. ~-- ·;::·:: :~ ':::-~.~-?~:~, .s~:~:·t-·'/:~'::·:\~;-~,~~'./'.~~:.f:".-:: :-;:i-/,~:--. ·.:~~ 

delinfo¡;i_tos;de~aiforejJeriféricáde;::Urí)ri9i'1dúg,sario que no recibió el tratamiento 

coÍ1 '%r~~'.',?~~~1Y.,i,X#~'\'~~.}~~,~~~{;~~t~ig~'Í,,~f~~t.$·: del proceso de congelación y 

·• descongela~ióri dé;las cé.lúlas,en~'l0snhre~ésfde,·P53. En condiciones normales, sin 

claÍio y/6-·'eil:iéS:ii;~· ~i~el~~:'d~f~Í1~~~/d:~;T~·proteína P53 son casi imperceptibles 

(Kubb~t~t ~V~ud;~~.;1ggS~~:-~;W~§\·~?i:ra{l, 1999; Appella y Anderson, 2000). La 

detección de P53 s~ lle~Ó a'.,Ja.]:)6'-iri'ed.ia~te la inmunodetección con el anticuerpo 

monoclonal• D0-1, qu~ ·. r~~b'ªó6~ tanto la. versión normal como mutada de esta 

proteína. No se det~ct? l~:~~~teína P53 en los linfocitos de 6 donadores antes de la 

administr~ción delJ\.1TZ. Únicamente en uno de los donadores (D3) se detectó la 

presencia de P53 aunque en niveles muy bajos (Figura 9, panel A). La 

inmunodetección de la proteína ~-actina se usó como control de cargado de las 

muestras en los geles. Por el contrario, como se observa en el panel B de la figura 9, 
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• • .•·.·· •· •..•..•• ·•• ;;;•••' 0{~'.~'cJ.§,i.~';f ~~-lf:;~:i0;;:.i~~;·:·~~t;-,:~~& .. ~]:;.};;,,,,;,· 
se encontró';que:i\ dfa•)después; dei,hábei/cciriélüido el tratamiento con el MTZ se 

· ·~'~. .: '·:\ <:' -. -· --< -· :>!::~.:~ .::./,~".;1;r;-:<t-~<'.~'?h~'.~~':~!;~:*,>;~;~~;~~~/\;~-~~::~Wi\~?~:x~~!::~·:f,f-;$f~;{~?- .: 
increinenfaróri lc:is riivelesdéla'pr0teíií.a¡P53'efü6'.de los 7 individuos estudiados. El 

:_~ \':; -, ·:~~'.'._~- ~: .. -.~~:\'-~~~~~-~~: .~G~/~1.'i~rt:~if(~!t'.fJ,~t<~·'i?~:~t/f~'.f?\~~~~-:.'.¡I¿~5I~1t~~3-~·~::7/ ... 
incrementó en P5ji.fueJ~de::difo~f:ú1te';.1nagnitud·:entre los individuos. Sólo en el 

· ·- _ .· .. --. ·/:':-·-. ::-~·-.'. ·::·,:' _:::?;:_~;:(r~,~\~~?;;~:¡~~:_:T~0;~'.:·'.~~r~~--~if:~~~f?~-:~1t-.. :;.:~:~~(-'. r:.:·(~::_.'.~,~~- ·. 
donador s '..no· se?detect6ftiilduccióh;;~/ae-•f P53 ··tanto antes como después del 

tratamiento: E~ íi,'.fi~hf~T~~~:~¡,ffiil¿~l~~·'.~i~~álisis densitométrico de la inducción 

de P53 antes.yH~~í_~~:~~~~W~~'.r~Je'l"~~ab~clo el tratamiento con MTZ. Como se 

esperaba, ~n icis:Üfl}i;f~16~if'i~~'g6~~y c61l~~lados provenientes del individuo que no 
,'·.;>· . ):~: /:-.~,.~:,'.~;·-:0 ~~>\~·;:.:~~s_i,,·~:::"~s/::;_:: .. ~·:,:.··-.<.-~·< "·",·-~ .··.:- - . 

reeibióMTZ,no's~:ciétectól~fpfoteí1fa P53·(Figura 9). La activación y el incremento 

observados.:.J~Jí'~(~~~gf~íA~''.;:P5:3 e~tári relacionados con la inducción de los 

rompi~ieT1i6¿:d~~~a·~~~,~~n.ciha en el DNA inducidos por el tratamiento con MTZ 

(r=o. 76 p=o.~:~7f~~Ei~ i1)l Es decir, ql1e lmdndividuos en los que se detectó un 

may~r nií~e~b ·a~;::·;fbri"{~Ímientos de ,DN~· sbn l~~. que presentan un mayor 
incrementoen.16~iÚV:e1~sdeP53., . , · .. \ ' .. 

··:~>~<. \\:· .. -.; . ' . . 

Los estudios :~J1t~~ mendonados•se.1·~~lizaro~.•~n linfocitos en estado de 

~:~:i:::~;~;~Jf~ti~J~~~~i,~~~~~1,~.j~;\19\],i~,~:.s; ,::,~:,~¡:::~':: 
célula en <:;ci:)ienei)áctivosii6'ni~áirienfe:)os';'.prócesos indispensables para su 

, -' __ :._, : -~~--.~;·.~-·,.-:<:r.:~~:::{f(i'.~·\11/~~--;·,_;?-.\~i~¿~,;'._:\\:·:\~~-~~,1/:-~/:·~:{\~:~·~~'.~~--::;,_;_;~~~:-~·-; ;~:._': .. ~· ' .... ' ' .. ; 
manteni~i<:;-n~.~:(:.s.~11.~·:~.l1g,e,t~d<)iqú~yc~~~pp'.sé·d.aña .el material genético de una 

y que 0no ·.Jri6'~tió'/rii\T~Íe~ /'detectables de la proteína P53, en los linfocitos 

estimulado~-.d~·:~16~ db.tlador~s tratados con MTZ se detectaron individuos cuyos 

nivel~s déPs3'.~o C:~rnbian significativamente con respecto al tiempo, mientras que 

otros . ti.i~~fon.' un incremento estadísticamente significativo a medida que 
. .~ . - . .· ,. 

transcurrió el tiempo de estimulación. Los donadores 4 y 5 mostraron resultados 

interesa~te~ (Figura 13). El donador 4 presentó la mayor inducción de P53 en Go, 
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• .... i:' l. ~;.: :·-~· 

·. ·.··_<>:: •;_ ,;·: :-:..-.~-.-

mientras dJe: -~·-;'Iiie.dida que sus celulas .. -proliferaban sus niveles de P53 

disn1iimyefori:;tf()f:{ÜtfÓ:Iado; eL donador 5 no tuvo niveles detectables de la 

proteína aú~;éJ~~lfti~~ deÚratamiento; ~~1:Ó a las 48 h de estimulación mitogénica 

se inc.re····-·-··m_._._ •... ·.- '_e_-_._ •. n_·.'.;_:_.t.• .• -_-.º.:_ .. :_~_:."_-.~_r.:_,;_º.• __ ; ___ c_r_:··.:_:;~¡~~r~pi~~~füe:t~~?;.,i--~~-' - -
_ ~ :í,::;fi"' .. :s:~;;:~/~:/ ·~_-:·.::~:_·._y,~~ 

. Paf~~·~y~jl'.iar,,-; .. '•,; . ' -·ducción ,·de : P53 tenía un significado biológico y 
- . . . ", ,:,:·: .;.:.,'.:~~::'./!:~·~t-.<1;0::s~~;~;:;f.¡~~ ~:·;'4~~>7;:;-i::ri~~:(~~¿"':;o:1~:i~~í~~~~:-_::~:~;~~/X ·"~~\;·,.\·~::>~-:~: _. -- · 

funcional;;se•'determii16Ua{indúcéiori'(de';la':próteína p21 WAF1. Este inhibidor del 

_ ciclo¿g~~~~¡~~i~~~~,V~~J~!e.~l~i~g"~~t6t~yor importancia dentro de la cascada de 
activaci6ii'!;ae';';<Ps3~por'fdañ,off:al~)n'e'diarla detención del ciclo celular. Como se 

apre~i~·e·ri'1~sflgÜd~i2 './13, hubo una relación entre la respuesta de inducción de 

Ps3 y 1~ ~c~~v~ción de p21 Waf-1 en casi todos los individuos. 

Estudios in vitro en cultivo de linfocitos humanos. 

Con el fin de determinar si los efectos del MTZ observados en el estudio ex 

vivo, así como las diferencias individuales en la respuesta de P53 también eran 

observadas in vitro, se evaluó la inducción de esta proteína en cultivos de linfocitos 

de diferentes donadores sanos al ser tratados con diferentes dosis de MTZ, las 

cuales fueron ajtistadas de acuerdb ª~é'.~·co~c~~tráciones en plasma reportadas en 

individuos tratado~~gn .rVJ:i~ Cl:i~~i;y_J_[lili~i-i11JL1gS3; Elizondo et.al. ,1996 y 1996 b). 
: ¡).· ;· '>'--' ->·,.:·, .. -·.-:.<,:·:::··1:~:--·~-,-~-~;~::~1;.1;~.:-;,~)'fi·~~q:>~:~-'.:,'i~"'}ef]Z..:·\;?:;:f.'.:'.~t:,~,;-:·~~·; _·:·,.- - _.:_: 

Después de 24 h de tratamientó"'cór{MTZ0'éncóntramos diferencias en el patrón de 

inducción .d~'Kª-~Zgi~~~~J~~~;~[A~t{~t~h~Y"be acuerdo a la evaluación del análisis 
densitométriCo, las Il,úie~trá¡;/se'fpfüiieron agrupar en tres patrones diferentes: 1.-

-- .· . . "- ·:< --:: \:~;' ~:,.-,i~;: ~-/~;:~•7{~f<~~~;\·~~~-}"-~:r~~5'{'.~~:::~1~Jf;:~:-.:~;-Yi·._- -·· -_ :. -. . , 
Grupo de 110..,i11qiJ.,Sc~pp;~:Irn;,gi:_t;Lpg'.de induccion dosis-respuesta; III.- Grupo de 

· ·, -. · ·: .. / <··~-> ·::e~-'.i~ ·1:~:.::;t,:-:~-;:·;i.~"~~;-,'.;;,:~:.:} ~ ~-? .. ·;·s: ..,!if.-~:.;-::; .·_;··- . -• 
inducción .atíp_icá;Y:Eh:3;d,e;lós)i:f~donadores no se detectó señal para P53 con 

',,. . ' ,';_~:.;::~·->-~;;;:e:,~~?-'_¿_ ·.<1~:-~:-.::-:-\:.::-~-- ··.'·:< q:.·::('.F.,:: ',·:;!··':-·'· i ::·" 
ninguna:d7)~s;,ao,si~!c:le°.r:TZ.;1 por19 cual fueron incluidos en el grupo l. Dentro del 

grupo :IÍ~é:~~:~~~b~~gl,1~~}e~~~~~ti de los linfocitos de 7 donadores, aunque se 

detecta;~n;·dif~~¿ri°¿i~s,~I1"i~-ni~g~itud de la inducción de P53 entre los individuos 
,, ·, :·· <'•-1··" ",.; ...... lr< "·'•.• '"··< 

.·de. esie:grupd:: Los"tfes<dcmadores restantes se incluyeron en el grupo III, 
' .· ·, ..... 

caracterizado ·por la. detección de P53 en los cultivos sin tratamiento y una 

inducción variable. La viabilidad celular en todas las muestras fue superior al 95% 

después del tratamiento, con lo que se descartó la posibilidad de efectos citotóxicos 
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.. 
· .. ::·_:z·/_¿>·. . :. <::r- .:i.~-·-... :.:: ._._ 

':7\~. :.·,::·::_·, '{¡': __,-;_ ,., 

del MTZ d!nó los responsables de. la áctiy3:diól{de P53. Un dato interesante fue . ., '· .... ,. .. · :;. -- .... ,_,, .. _ ..... ,,.,,.· ., . 

que las diférenci~s en la magnitud dé la iriCiucciÓn de P53 también se observaron 

con éltra:tarfii~iito con actinomicina~D.éAMD) l1'sada en este estudio como control 
positivo(FÍgura 14).' T >. '> ' .·i · 

··.·:.__; 

Para determi11ar,si l~ iridl1d¿fon'de P53 mostraba relación con la capacidad 

proliferativa de las·c~ÍÜla~§}'~·~~ti~·f~ciónde daño, en s de los donadores se evaluó 

el efecto del MTZ~-i'Ís:~Ó~Í~~~:if>ci:'i,~bc>'MM sobre el IM y el IR como parámetros 
• ·:. _. :~:~i·r:·:y-~o:'.'.=7/,;,:·¡ ?·,~-- ;3~->-¡~~-:~'JS~~-_< (:·:._ .. \:: ~---:~.--·'· -_· 

de la proliferación,cellllar:;cEHZol"i'do~et ál.; 1994), así como en la inducción de MN 
( >. <·-,.'';':::~'.-::~'~ ''.·~:'·-~--- 0_:{'''.:~~-· ~::.~_- >·:._ .. , ;"º' .:·'.:_ <. '· 

en células binucleadas:'2i:hno'Jjfüa~dác1or(de daño después de 72 h de cultivo. Como 

se aprecia •. en}·~~ff ~!,~?~·t~~·e.'f~~~efüf~f~~~d~ferentes respuestas entre los donadores 
en cuanto: a la'cápad(lad i:ú'oliferativ~i:.Eri)os cultivos de 4 donadores (LH7, LHS, 

'. • . ',_:_~· .': >:::.- :·\ : -~~~·:;~:é;~.:~!~~\~¡};\i~~f _'·.::(\;{:'·{ -'.~ _};;:' ... ~ ~ i/(/~. -~'. .:.'.:::'.~'. ~.;:?:~'.;: :/->i ~~;\::( :".:) __ , :_: \~: 
LH10 y LH1i};sé'9~.sezyó u1lil1crément(>'sig1iificativo en el IM a la dosis de 200 µM 

~e .M\§.~~:~)t~.~~~~\~}+We~~~fR~J~i~¿~~~f~~~.~5fit9; y de éstos sólo en 2 donadores 
(LH10 y LHú)"elJRtámbién se iil.creméntó::Estó 'se puede interpretar como que las 

-·. _: :,i: ·.- ¡ ;: · ;.::_ ::-~ :: r_: ,_ i~-:-~r;·*?J;~_;,;,~-l~~: .. ~~},~;¡;,;-: .. ~:~~-'.\;:~~;(~::,~'.;~¡ ·::.~- -~ ::\f{ -:: :~1?:_;-:;~·::,.g~7~;.:-:N:'.:·'.~-: -~~·-/:-. -::· :_-- -._·: 
células de):~stc)s dós:slÍjetos;próHf~raron:coji'elMTZ, mientras que en los cultivos de 

~ : :_ ·.: ·. -· _)·~+-: ._'. \~::f ::;;~J.f.;,::;;i:i'f~~:; S:} ~Sr:~;;.::~º~~;;~.i~'.: f !~;~.\:':L~'~:;~~::-.s;:¡ J·;;t¡:~:~;; 1: :;r~;:r~;\~A:- :: '.' :::'.· .~- ·.: ~, \.: 
los donádcires':'1LH7~y:J.:Hs:,füelá.HcóD.trarfoi;:En 'cüanto a la generación de daño al 
. . ,\. /·. :.)·) ·: :~'.;:~;.:..::>:tr:~jf~:~-~.:~~"~~c:.~~t4·.;~>~!J~~#\Ht;.~~:Jf·~;.~ ,p; .. ¡:::~.\::::r;r~r:.f??~-:;;·.;;,~~{~,.. ·1~: ~:.:~ · >:-· ·, 

l)NA, sólp(énlúii'.'d_qnádoi)CDI:I7Jfel;~MTZÜ}rO:vocó un aumento significativo en la 
· : ··. : .--, ... <¿e,::;\'.'.){ ,:.r;;i;Y-?t/tii:~r~~ ~,~;~;J.·:_,~V.~~;=;f~~f~~:~.\~~:~:·s;{ ¡~ :·;~~~;~?~~~~;I:-::f~)~f-~\·:~i~f~i!:~~~: :.:;-; , . · . : · 

. · frecuénciii.:ae'.1VIN:a11a:aósis: de~2c5o':µr,;f Ctabfa'.6) .... 

. ·.·. <::ntf~li~~~·;~~~~.:r~1~; .. ¡;,;·;,:.;¡ · ;~}Jf¿}'.ir· ·· ~~~.f ·:. · . 
. · La:,cOmpa~aeiórife • . ·1tU1Y.1V?eJ.úH~~;-la frecuencia de MN y la respuesta 

. ind~c~iB~\i~í~J~~~}i~~fj*:~~é;&:·~«~~~W~f~~;~·~,t~bÍa 7. Las respuestas observadas en 
Ps3 entfe',~los'tdonadcfre:(mo~Ítraronir.éfadón'. con diferencias en la capacidad de 

,: : :., :.,;_:_:_¡-/~/~-:\Y0r;'.:~;,~r~~{íBk~so,'i;~w;~tv~~i;}::~~: Z-'.--:_-i:,~:;:r~::·. ~J_~-~:\ -:'·~~---:"·::_·:·, '.~\: .:-~ : ;:.~ ... ; ;-_ 

. prolifera~ié>,n:;1::·c~~!Ídc:J\)no;}íub6 .in'diícción· de P53 las células tuvieron una mayor 

•• ... d!~~~\f jf !f l~il!#lf~;,;;: ;~:~:º~~~::.:~e~:::~º;,~~~:~ u~: 
·ligera in'dU(!cionfde)f P53;a)as dosis de 100 y 200 µM. Sin embargo, no fueron 

'ést~dfs·fi~~~¿'~·{~~f~Í{i~~hté~ ·al .. control sin tratamiento. En contraste, en los 

donádb~~~:'·Ji;hJ·~.~{Ziitz ;produjo un claro incremento en los niveles de P53, las 
-· • ' J ' ·¡ ·,-:~' . 

célÚlas·no prolifera~~n (LH7 y LHS). Finalmente en el donador LH9, clasificado 
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dentro del patrón de inducción atípica, el MTZ no indujo cambios significativos en 

ninguno de los parámetros evaluados. 

Se ha propuesto que los productos de la biotransformación del MTZ en seres 

humanos, las formas hidroxiláda y acetilada, pueden generar daño al DNA (Dobiás 

et al., i994; Menéndez et .aL, 2oói), por lo que entonces se esperaría que activaran 

a P53. Con el fin de evalu~r. si _ Í~~':riietabolitos del MTZ pueden inducir a la proteína 
.' .• <' ··.:.':.:'/.;";). :~:;.~~j~,~~J·,; '.:_::;;/:.i·':-;,:;;.~ . ,_ .. ·' 

P53, se usaron los) infoCitos 'de.:3 , de los 13 donadores incluidos en esta parte del 

estudio, y s~ hÍ6i~fü~:~t~Ñ}~~Í~~.1.:i~\c~:ales fueron tratados durante 24 h con 

diferentes >i •.dosis·~· - 'etab.olitos>:;:Al <igual .. que con el MTZ, se usaron 
.. · ·,,.,: -:~· _ · . <" ?·t=r.f;:~,,>J}.o~~:;· : <'-:?:: ·,':_ :·:'.''.:<' . .-,_ ... ·· .. 

conceritr~ción(;!s'? . . é" 'orfa~~s ·', ep<otros estudios. Aunque ambos 

meta~?li~·~~-- ·fy'.~f~~\~,~:~;~~k.1g~4~1~~~~~/;;,~~~¿W~~~~~J}'~.~t~ efecto no fue estadísticamente 
significativo;·La::.\iiabiliaaa?'cefüláriobsezyaai:i:'fue':sliperior al 85%. En la figura 15 se 

::<~-:· ~ -~· _-\/·--;,._'¡~;.:~&r#:~~]).~$.~f!~1-~4:'&5J~~~!.\!~i;.. . .. -~¡¡)_:·. · . .:· · 
muestra el análisis :dexrsitorfféfric(f!· e' 'ion de P53 después del tratamiento 

,'. · ·, -- -··_ -- <-:. (~;~(f!'¡;::f.~~,~N~:: . .. . . . . . _ . :·;~/~>./ ·. '.. 
con MH yMA. En los}.tt~.!! s .O.P.:ª" or,e.!i:a.ri:i Q$ :111,~tabolitos produjeron el incremento 

<} >.-_' .: :<.~: .'_:,¡:jJ'·:~~::.:·¡};{~ i'N~~:'~~\'.:'.t-"', ~:~:K%;<7:'?:}~;.~J~!t~\Y:t:'.);iZ?:-,:>'i:J'~t~~\f 1> ::.·. ·:·. 
de la proteína Ps3Feñ idós>de'. ello' '\ ; · t : ·· 12) '.de manera dosis respuesta aunque 

con diferen.te ,~.i~~it~~~;¡ tJ.~;~§~~*~'f el donador LH13 si se observó 
inducción; · esta,füé}córisi era a.~a 1p1ca~'dadc)/que se detectó P53 en el control sin 

:·:·. : :~: ('.;?::'±; ·l~~~~x~~1n~J!f.f~{~M-;~~;~,:·\;~1f~;~·~Rt~~~~~·1 .. ;~~j~~i;~u:~~~:-f_;;._·:_~·-::·.::,::.;::· : ·:~: ... :.: · · • , • 
tratamienfo: , De·'rr1ªI1er~.t-~11.1p1;ecta;,~esto~i;¡datos apoyan la hipotes1s de que los 

metabolita1' d~l M:.fi::'~u,~dell :~i6·d.ü:~{/ a~iici • ~enotóxico capaz de activar a la 

proteína P53. ·· 

Estudios in vih·o con líneas celulares. 

Las respuestas diferentes observadas en el incremento de los niveles de P53, 

nos llevaron a considerar que variaciones en la funcionalidad de la proteína 

pudieran estar involucradas en los efectos observados sobre la proliferación celular 

y la inducción del daño. Por lo que se decidió utilizar líneas celulares humanas con 

diferente estado funcional de P53 para evaluar además de la respuesta inductiva de 

la proteína P53, la relación de ésta con el estado de proliferación y la generación de 

daño al DNA al ser tratadas con MTZ y sus metabolitos hidroxilado y acetilado 

(Anexo 5). Después de 24 h de tratamiento no se detectaron efectos citotóxicos 
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'. '~ .. - :/;i<:::: \::.'.:::· . . . - «\:~---.·,· •, .,. ~·.;·.!·,r,•_'··' . ·~· 
:",:~·- .. :-· .·· ... ·.:::·.~~·_'f~-: ·~ . .<-:~ .. "'. ~:./-> >\ - .;~.?'.. ;:;•<.; 

:tiL~:f :~~~f~¡;~~~~~f~f~~~¡~i~~f~~~n~~?~:~;n ~: ::: ~~~:i:: :::::~ 
tambiénJa·generacióndé'MN,·;en'célula'il;biriucl~ada.s, Aún cuando el número basal 

de %i~{~~~'c;<l~'"}í~·~~-~~í.~l~%~~·~[~~~~~~f~lf:~·;!eri~ontró que en las células que no 
presentan füncional la prot~íií~;Ps:fCG33;;.A:;;RK0:-E6. y Jurkat), tanto el MTZ como 

el MH in~~einenta~b~ ' ~l~ifi~~~'fi~fffi'.:~fg~¡!~F'ritimero de MN de manera dosis 
'. · · -·. .. : , . "· _, ; ;::>s- .:.~'./:·::~'~'f;w.;~;t~~-.. ~:-~:-,;:fi::J.:.;.:·;¿.~.?~'-'\1~~i~(~~;~~-:.· .1.: 

respuesta (Figura 17). Mientras·:qü~Gel"séfecto del MA no fue tan evidente, 

·· Ó~icam~nte enr;1~.~
0

;;\~~~r~1~~~~~11r,[;~i~f[{i!gt.;¡.T~tabolito produjo un cambio 
estadísticamente'significativo?,en~l.aJ~d~'qeipn;'de MN (Figura 17). Por el contrario, 

el MTZ no c~n1~{.9";J;~{ii~gM~~Si~~.~f9.~i~~ .. ~:?,~l~s ~élulas con P53 funcional, HeLa y 
RKO, mientras·que~tantd'.eh\MH:como·el MA aumentaron significativamente el 

daño al D:~f §~t~~lI!\f ~'j¡;;~;¡,.;,~¡·¡~ . ·. • .• 
En'':;cu'árito\J'a(fa¡iproliferaCióri·~.celulár, se tomó el porcentaje de células 

. '. :: .. · ... : :::\:' .:\·~~n~~:Y~i~~·k?:~~1s~;_J/{·~:~:/'.·:."\~;/,,.,/?}~{:~:.w::t:, ~1~~:~?~~:·::.,,:: ..... :·{:.. . '..-_ . . 
polmucleadasrcomo7'parametro.para;determmar s1 las células proliferaron o no. 
, . . ·;· __ , . \ ':;.· ~ }:.i'.(:<~<·i

1

;F:\'.~:~t.i?:<:::~;i~\~·~?-:;<·.-· '-~f:\. )/;'.··~(·~-1'.t~~>r:~~?,,\}~:'.?\/. ><.· ~.·,·_: : . . , 
Indepepd1enteme~te;:,)del.i;·estadot,fünp1onal de P53, .· el MTZ mcremento 

=~::;f :.¡1S~!1~~{~~'.f~t~~ciie~~"~i~~·l::0=:::~~~:0:n ::1ª:~~s :¡¡:::~ 
efecto~·éiiferentes.sóbre l~ proltfer~ción<:.El 'MH 'sólo incrementó significativamente 

. el porceritaje de ~é1i'.iias polinucl~adas eri las líneas celulares con P53 no funcional, 

mientras que en las células: que presentan P53 activa, no indujo cambios 

significativos. Pof su•parte 'el ~~tabolito acetilado no tiene un efecto evidente en 
,. t.' . :.··~ ·- .• ,. .. 

este parámetro en niilguna de'lasJíneas evaluadas. Estos resultados indicaban que, 

la falta de.funcio~aÍid~cfd.e ~53 -~errriitía que las células proliferaran con daño 

producido. pór•el1'1T~ y ~1B!f .~·•. 
• ;• ;. : .: ~: ·~,-, • :\:"•;';. ' < ,• T 

Par~.'eritender~i lo~ efectos sobre la proliferación celular y la inducción de 

daño ~¿·i1a5";ifI1~a~ celulares se relacionaban con la respuesta de la proteína P53, se 

~vah~ardn'.igini.J~les de P53 después de un tratamiento durante 24 h con MTZ o 

.• sus mefabolifos. Como se observa en la figura 18, el tratamiento con MTZ no 

~todÜjo cafubios en los niveles basales de P53 en las líneas HeLa y RKO, ambas con 

. la proteína P53 funcional, así como tampoco en las líneas celulares que tienen 
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alterada la furi~iÓn de esta proteína, RKO-E6 y C33-A. La figura 19 muestra las 

inmunód~t~~6i6nes de P53 en los cultivos tratados con los metabolitos del MTZ . 
. ,--··-.' . . 

En las ftgti~a~ 20 y 21.se muestra que tanto el MH como el MA produjeron un 

· increm~~1:~:dbs~~r~sp~e~t~~si:~dí;ticamente significativo en los niveles de P53 en 

las líneas funcic>"11alési'p8.r~·p53 .. E:sl:osresultados sugieren que la activación de P53 

::!~::~~1ilf i!~t~Jil;:;+::::::n:::~:::~ic~o~~~:u::~~~:~~: 
generada par·;~Qtrriefafolit()s·~e~';iás:celulas,RKO (Figura 21). La inducción de la 

proteír~a ~~-~~~z~J;'.~!.j'tJ~f~~j~~Í?:~t3~8.~~:~.~~:~•C.i:~"a la hora y alcanzó sus niveles 
max1mo~ ;a•;:~a$;~_i,2jpyí)ar~:·:Juegq;j;~ánt~.ti.l'l~l0.~~)1.~sfa las 24 h. Con el metabolito 

· ·· · . , · :,:_.., : . .I('' -;:_ :\-·f'">"~·:1':::1r;~- ,:-)~_ .;~"r~z .. ~ ,;!· -z,.:t :<:i1· .. ~:,:·:'.¿~ .. ,.~:,·,r.:,~¿,::.'._::.:j~:.;r::~_ .. !;.!~,<:··z3;-.:,':);~.".~·:.\.· ·_-,;:-~ 

acetilado;~1a;indhcciófrl(le'(PS:r,corneñió<'aJas'3\h;~el nivel.máximo también fue a las 
· · , ~ :1 ;~·: .; ·/ :·~ :~'t?>~;-~?-r:~:-';:~.'.1:.~;-1;;.~~:i~~~:~~~.r:i_;~~-:: -~::;·.:}'..::~~::~~'.:·.:::.'.;i?~: .-r~-,·_'.::?;;:;:-,F t.';'.·~·?:~~:::~;:l·\· ·:;_ ~; ·:,__. -. _· 

12 h pariLIUego'::manteiiersé".(;,hasfafüi's"':·24·3,h!''.lEl\fratarúiento con MTZ no produjo 
.' ·:· -_· .. ·.:•·:·{· ·-~i' :. ~·.·.:_:: ;:· ·~;~J:;~·-;. ·,;Nt\'.<::·l/~:;_~'::::'.~:{!-:~;~'-'.::;r.1. ·:~~·':;·~{:'.'_,,':>::~1\;'.1:\,:;;~:}:i:-~;:5t~-:~·i_1i~\P.>>}~:,1/{1~.~~ \.· ·_. 

can1bios• eñ fos' niveles de~i>53'-a}ósJiémpos'eyalíi~dos . 

. ·.· • ,·:. '.,fJ'.:,;~¡~f ~il~~:,~.r~j"J'':\,'2:.··,~r·a:J)':C%is~,fr~~~1:fü·l~i~~M·~,·.·. · 
:,L.ós:re5:Glfadós.obtenidos súgéríaijique'lafúnCionalidad de P53 representaba 

un el~fe.r.~¿:·0·~}~Y~-par~ permiti~}~~R~~füf~r~~i§ri-·~elular después de la generación 

de daño' al DNApor el MTZ~ Con. ei:.ol:ijetivó' de confirmar nuestros resultados, y 

. aprovech~rido que l~s células Jur~~~;;;~~~~t~~· mutaciones heterócigas dominantes 

de P53 que resultan en una prot:~í~~~rió'Íüricii:mal, se introdujo por transfección, 

una versión normal.(pcDNAsj)'ci';uW~'J~,r~iÓn.mutada del gen p53 (pcDNA273) la 

cual no puede unirse alDI':J'.:Á:x'pi:>r;iot:anto no detiene el ciclo celular. Después de 

24 h de tratamfontCl ,·cor1~é'.M'Tz ~t evaluó la proliferación celular mediante la 

incorporación de (aHJ 7.firI1füi~1;·;co1Ilo se presenta en la figura 22, la introducción 

de la· versión~nih&J~fa¿'.'.~5~. provocó que las células Jurkat proliferaran más 
. . : . . : :':::'.iJ .. ·:.:~/;~~:;·:·.~~~-~:;_f~?~ .. :fZ''.?;~~··::,, '.:' ·· .. 

despuésdel frafarnié'íitO. con MTZ que las células no tranfectadas. Mientras que la 

sobrex1Jr~~iÓK·ea~if1 ~'~i{, p~3 normal resultó en la detención de la proliferación, 

probablem~nt~ ~b~Í~f-estauración de la función de P53 en esas células. 

Con el fin de corroborar estos resultados se decidió evaluar si estos efectos se 

podían observar en linfocitos humanos transfectados con estas versiones de p53. 
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, ;,,, :-·:· :: :·, :;'.~:·3_.,,,. 

f'~ i·~~:~[(¡;,23 aÜ~¿e lo observado en la línea celular Jurkat, la 

· E()~~,~~~13_~ ::l'Í~It~fada de p53, permitió que los linfocitos 

é . • · ...• · ' '~f~fff'~·i;'~'i'.'anm .que os· ui oc1t6~ ~in transfectar cuando son tratados con MTZ. En 
f · .. · .·.. ':·. · .·· ·:·_:)'. "'.-':i:.~t:·,::.c:':~ '\.~!,:ij}~N/1~'.· .. P!.?:'.~f!i'~f~~~~~'_;'~~/:~!t)•).r.·1:~};{ •. :<? .. :'.:?',:~.7·:·.· 

· · confrasté;•Ha}elecfropo'iaCión de la versión normal del gen hizo que los linfocitos 
. -- _, : .~.·-·~ . '.' .. '<=~/_:.'.;/ ~\ >~.~~~;~~~:'.:~;:J .. ~;:J'.<~ :~-l:d.:r ' '' 
proliferarán mas :lento: · 

. '"' "' · . .,::··· ' . : .-· .~.i)'~:.'.i·: .. , ··, ¡:';/·.(:'.',/' 

·< ih:'1i~~~~ ·2,~stos resultados, nos preguntamos si los efectos sobre P53 eran 

ÓniC~fu~hf~i.'.@.fatterísticos del MTZ y sus metabolitos, o si otras sustancias 

estrllct~~~Í'ÍÜ~~f~\ ~elacionadas al MTZ también eran capaces de activar a esta 

prot~Ín~fl$~=;:~~~}i'i~ron cultivos con la línea celular RKO los cuales fueron tratados 
; '.· -~·,:,~:.: · ::'.. ~;~~_;~:··.:~;..;;)f.~~,'4•_1~1P~tt.:!;~J¡f;~ ~,: 
duránte ;'24th 'cón;imidazol y levamizol a las mismas concentraciones que el MTZ y 

:.: ... . · .· : ·: · :·;:. i: .. '· .-.:.~/· ·.'}T.:',:.{i:>-~ ,'.:t~~;l:;;::;:¡~Al:á~(+:-:.~·: -i. · . . 
< > sti ni.etabolitHHiiarbxilado . . Como · se muestra en el análisis densitométrico tanto el 

. . . i rhI·J·~~gNf l~~iamiz~1 . ·incre111eritar9~ fs~ ae manera dosis respuesta, 

. ;·;}~fJ~~¡~~~~~~" ;.;~.\~~~~;~~~~~-.~;~j~~·~~:~~~:~ú;~)lidroxilado (Figura 24). Estos 
resÜltado~,i,Il' ic .. ,, ,,,. . apaéidad(d~ iri'C:lji~fr. a_ P53 y, posiblemente daño al DNA, 

··· e~t~ ·aif~~f~iifi~~f~f~i~~rg1rt~B~;:~a~W~~~~f~P~~fff~~ 'aeÚ~nillo de imidazol. 

. \ ;:• •~;,~f Jl~"í~&~~*~~~g¡~r.;~~jé\~las regulada por Ps.3 implica la 
· part1c1pac1on:{de}Chferentes:¿pl'otemas¡•!(Flgura•·2)/. mcluso se ha descrito que hay 

· dif~r~?t~~::~~~l!:~itl~~~~:ii~~~~i1}Ji*'~~~~:~~~~~§~~·~Stivación de P53. Una de las más 
estudiadas ,esJa!\iíaf'ú'e'.\iJiyolücraYaHáiprot~ín'a ATM, codificada por el gen ataxia 

.· .:,' ,:,.::. ?~,·~~-::· :1 ~~1\1.~ih~~i~\:i·~\).::.:\':;,_1, ~-;·;·)\\} . -:i:'._~'(,:;~, :. : ~?_i;'.:é~J.: .:<, -__ ,: 
telangiectasiíL rochí'cfrse i}uti ':éda:fio ':'en<la célula, como la generac10n de 

<'": > ,., ·i·in.i:.".::,1¡:r:.:;:x.:·z:. ; ..• , .•.•... . /)<' 
rompimientos ::e ;. ~DN.A:'iriducidos · por la exposición a radiación ionizante, ATM 

' . ·.' ::;t,·~: :·,·~,~;;~,:~:.·!~~;~~::..;·i~_\l',''··;.<;: :: :·¡:t.: .. :;:/: _: ', : ,; .: 

fosforila la' regi6ni.ªmffioi erl11inal de la proteína P53, lo que resulta en la activación 
- .: .. -'~.'/W:1~~1;['",\~-~~-::>:'.·.~ ·:: .. \: .- -- -, 

de P53 para actii~.r:·"·~omo factor de transcripción y mediar la expresión de genes 

involucrados eri\'~\l~t~nción del ciclo celular (Khanna et al., 1998). En el síndrome 

de inestabilidad cromosómica de ataxia telangiectasia, enfermedad recesiva 

dominante para el gen ATM, la ausencia de esta proteína impide que P53 sea 

activada bajo el efecto de diferentes agentes xenobióticos (Khanna et al., 1998; 

Menéndez et al., 2001 b). Se evaluó entonces si la señal de daño inducida por el 

tratamiento conMTZ involucraba a la proteína ATM para activar a P53. Para llevar 

a caboJo anterior se realizaron cultivos con líneas linfoblastoides provenientes de 
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individuos»J~~~;1f J~¡er6cigos y homócilld¡ Pa'" el gen ATM, los cuales fuemn 
tratados aii.'rá'Ü~~··'24W1,'c~n·l\1Tz para· analizar 1a viabilidad celular y Ja respuesta de 

,- ,·/::_:\:~ .. ·i¡ .. '.;;j/'";. ~~.; - ·.-· - . ' . 
P53 · ., ·:~·-·~-!·. . ,:, ii ·~::::' é,i~' ',' ,•, . 

- - - - ~:·:,~, ----·" ---... ,.,,.~'.'--~:-- _·_ ~~:-·)_<·' 
' ~-,_..-,;; -., - . ~--' '··:"- ;·; ., :~··:.'. 

, . ,_, §1.;,f~Í~~I~Kí~·i~~fü:~.[~fa~'~tuj?'u.n efecto citotóxico mayor que en la 
condiéión n'orriúihaí:íi:0°erl':las•línéas.11eter6Cigas como homócigas para el gen ATM 

. - -. ~-:: ~-»:·--~-~-'.-~± .. :~~r:".~;>.:;~~~¡p;~:¿: ~f:!~::i\::f~;::( .. ~~;:,:r.".l\ :r< :~.:-::\~;:;:¡-:;--~:;::-::;::~;-,:~.;-};'~' .. ~;:-:_\_:: -·· -. · -· 
(Figura 2s);'•No"obStarite dé'haber'diferéncia's en cuarito a la respuesta inductiva de 

. --~ . o--~~-)~ ~:;,)-~~~1.Y~ú~J.t-.:~~J'..:;~fJJ:~=;fi;:~:~~f;~_;p;,_;;.:~t;~-':{~~}:~;~~·-~j.h~ :..:.~~~~ fft~;,L;,:~;_:. .. :; ·.·. ·-
P 53, tánto'erifüiiflírieás.'ATMfüeteróCigáiú:omo:enla mayoría de las heterócigas, el 

· · .. -_:_~ :~ ·.·':; \~';-~-:~~,~~-?:;~:~~} ~~~?;:~. :~:¿+-;{·r~;~~>~·~~::.}~; I:Jf{~~J~t~Y~~:~;;~<;}tr:'/..~f'.gn-~~1'?·( ~ _'l f~: ·'.. ·, .-
MTZ incréfrienfó';léí's";füvéles'.de(Ps§f{mientrás:que en la línea normal, no hubo tal 

-:~:. -.' ·.~·.:.· \' t:'·~):.-,~r,:~i:C.\_tp;·-.;~·(L~~#f.~Wf ~:>J~'~'.~~¿/;~~\~'.:~}~i'"_.\~~~~;·,:-.. ·~:},~~~::~ :;,:{:::..: ::.:~~¿; · · , ~·;;,·:. -~-'. · · 
inducci()rf)(F;igurl:is)?6':Y,/?7)/fp~[,~s,t'O.s::fesultados•',,preliminares podemos destacar 

-_ . . :, ---~:_, -: ~: ... -?~:>:~'::·<- ~~.:·:::_t:·-~,.~-.~·~'.s:'.;::, .. ;,~·if}::·{t~~~-~··;::!!~k'(.~.;f.:-~"\;_r::\~·' ... :·- .. ~:;·.~~.;-~;?:t .-':'.~~: .. '!--.':.-:·.:-.:·:";: ·-·i :. 

dos aspecto's:':L1)?'Qiie,)lai~;prótéíriá\;;ATM; no{estádnvolucrada en la cascada de 
::: · · '·~:>::.·:·::·;)·t.··~- ,·:·~_-\,~--~?:-·_'¡~:··'.:~r~;;:;"~:::0·-~i'·.~·:<~\:c~~~~ ~.'.?,~.::.~~~·:~.'.~<;: :,.~~:;~·:·: ::;:::.!;<. ;.+~;:I:' ~:1 .. <-~·,· ... ' :·.. · 

señalizációii de/acfi'vl'.iciónYd~iPsg\produdaa;por: el MTZ, ya que aún en células 
~ _ · ;.· :' :::-'~{ .,:· .: ... !~f;_:~·r;;J~::~i;::·;\:;1,:.::.~-~~:.~;~t:-¿~f:.t.·é:.~.~~;:: h.';; :~,,.J ~~t\~.-;~~:·-.:·.· -,~, ::>\i~) ;~ .. ~-~·; .. ::;-::~<,'. .. :·~ ~:;. :~· ,. 

donde la proteíriai:ATM:hó?es:,fúnéionaEseJogí:'ó,ob:Servar la activación de P53; 2) 
; '. . · ·.:.·: · :. -,\:.~; ':'::~'..~'. _ _,.-{i·j~-c~'..iJ~~~~·;:{J:?j~'~{'.·.~·:~:i!f;~~~~\._.:s' :;:,_.;-~,~'.'~~,:·_;;_;~.~,:·:-'.:'.:··'.:")·-:'-'.-:.::.\t.'.·;·-,.~~:_ .. :.:··:;:·,,· -

Dada esta aCtiya'ei_ó11i{s<ih16dr~a:.s§pófler~qUe·;·en/estas células el MTZ fue capaz de 
· .".': '. ' · :. ; -":· -':: ·~~';::·.- ·r_~,::;:~:'.!:.-'>[.lrt.:/ '.'3-F. -.;<_;":~:;!~·:~:2-'.\',~ . /¡~·¡_ .t;;.·; 11~ ;::,·,·. ~,:;:_¡~f;~'.' ·:. ~:,~:· .. ;; j~i~" ;~ ,. · ~ 

producir daño~al·DN~;-Joél1a}:sugiere.crúela'condición alélica de ATM, además de 

p53, puede ~orit~fii·~-~~~·~btÍb:iÚdad·~·1bs';~fe
1

áo~ge~otóxicos del MTZ. 
"-,,,.: .. :: .... <'., ..... 
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Tabla 3. Viabilidad celular en las muestras de los linfocitos antes del tratamiento así como 1 día y 15 días 
después de finalizado el tratamiento con MTZ. 

Donadores ANTES 1 DIA DESPUES* 15 DIAS DESPUES* 
X ± X ± X ± 

1 99.00 0.577 99.75 0.500 99.50 0.577 
·~: '; ·.: ': ~ 

2.380 98.75 98.50 2.380 2 . 97.sp,· 2.500 

3 98.56'\' .·· 1.000 98.75 0.957 98.25 0.500 

4 97.oó 3.000 100.0 0.000 98.50 1.000 

5 97.00 0.816 98.25 2~061. 
·, .·_ ,"'. ~' . . 97 .. 25 i.892 

6 98.25 i.258 99.50 1.000 99.00 1.154 

7 96.25 i.258 97.25 .. 2.217· N.D. 

8 99.00 1.414 99.75 0.500 ·. N.D. 

9 98.75 0.957 98.25 1.500 N.D¡ 

10 97.25 2.217 98.50 1.290 98.00 0.957 

X representa el promedio de tres lecturas. ±= desviación estándar 

N.D.= No determinada 

* finalizado el tratamiento 
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Tabla 4. Cantidad de daño al DNA evaluado como la longitud de la cola del "cometa" en linfocitos de 
individuos tratados con MTZ. 

ANTES 

Donadores Colaµm +/-
1 45.10 1.6097 
2 37.20 i.4591 
3 42.40 i.8321 
4 40-40 i.8388 
5 44.10 1.5477 
6 39.60 i.4961 
7 27.50 2.1594 
8 32.20 i.7861 
9 37.70 i.8539 
10 29.10 i.8260 

1 DIADESPUES* 

Colaµm +/-
40.70 2.9277 
50.60 2.2555 
56.30 2.7980 

. ' • so'.go ; . ·---· 2.7446 

,);~llllJiii!lt~¡ 

p 
0.2756 

<0.0001 
<0.0001 
<0.0001 
0.0006 
0.0027 
<0.0001 
<0.0001 
0.0058 
<0.0001 

15DIAS 
DES PUES* 

Colaµm +/-
47.90 i.2631 
42-40 i.8870 
41.90 i.5634 
34.90 i.8788 
43.30 1.3644 
35.30 . 
ND 
ND 
ND 

46.60 

Análisis no paramétrico U-Mann-Whitney dos col~s :._t· . ,,; _·-- _.,,, ' ·> -

X +/-

37.53 6.1185 

. ,';-. . : ·.:-~~~---~ ;,:~; :~:::· ;:_;_--,, -~: . . . ·- -~ ·-. . : -~- .:. :.~~ ~:-' .. ,·; · f' .- ·. · .. :. .: .:-- :: '.. . ... :: ~= >. -. 

·· 45:07•-._. __ -6.671s <-···-- o.óó98 ···· ··-- •. - M.if .:L .. :s--.- ¡.6i~~-
-. . ·-~-- ,: Y-: .. .. .. , 

. ···,,. ' .·. 
· .. ·~-- :' ·· -. : : .. 

Análisis paramétrico Wilcoxon dos colas 

ND= no determinado X= promedio ±= desviación estándar. 

* finalizado el tratamiento 

p 
0.0741 
0.0009 
0.3526 
0.0094 
0.9338 

- -_ <0.0001 



Tabla 5. Evaluación del índice mitótico y del índice de replicación en 

cultivos de linfocitos de sangre periférica tratados con MTZ. 

Control 

Donadores X ± 

. ¡ :.--

Indice mitótico (IM) 

10oµMMTZ 

X ± 

2ooµMMTZ 

X ± 

.---, .. 

0.002 

0.0005 

0.001 

0 .003 

. · 0.003 

·i.:,., 

•.,-- --- .;·· .·. ;_ . . :-'.::\:·:·~ y;: . - . :· 
·;-,_-~::.:_·.~.:-'_,_ '."-::: ... --.. •' . ' . ;'• ·,.· .. ~- .::.',-:: . -- : 

- •.: ._- .=': ·. ·'".· - ' ::~ . ·~-- - - . 
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Tabla 6. Evaluación de la inducción de micronúcleos en cultivos de 

linfocitos de sangre periférica tratados con MTZ. 

Número de micronúcleos en 1000 células binucleadas 

± 

1.5 

0.9 

2.5 

3.6 

1.5 
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Tabla 7. Con1paración entre la inducción de daño y la capacidad 

proliferativa con el incremento de los niveles de la proteína P53 en 

cultivos de linfocitos humanos tratados con MTZ. 

Donador IM IR MN P53 

LH7 -t** NS -t* -t** 

LH8 -t* NS NS -t*** 

LH9 NS NS NS NS 

LH10 -t** -t** NS NS 

LHn -t** +** NS NS 

n= 3 experimentos independientes 

ANOVA: * p<o.05; **p<o.01; ***p<0.001 

NS= no hay diferencias significativas. 
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Figura 7. Cantidad de daño al DNA. Ron1pimientos de cadena sencilla, en 
linfocitos de individuos tratados con MTZ. La evaluación del daño al DNA se llevó a 
cabo a través del ensayo cometa a pH13 en células obtenidas antes del tratamiento así 
como 1 y 15 días después de finalizado el mismo. Los valores que se muestran representan 
el promedio de 50 lecturas. 
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Figura 8. Correlación entre el daño al DNA en linfocitos y la concentración de 
MTZ en plasma (µg/ml) 1 día después de finalizado el tratamiento con MTZ. 
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Figura 9. lnmunodetccción de la proteína P53 en linfocitos de individuos 
tratados con MTZ. A) Antes del tratamiento con MTZ. B) 1 día después de finalizado el 
tratamiento. Los números corresponden a los donadores. Como control positivo de 
detección de P53 ( +) fue usado un extracto proteico de la línea celular C33-A, la cual sobre 
expresa esta proteína. F y C se refieren a los linfocitos frescos y criopreservados de un 
individuo sano que no recibió el tratamiento con el MTZ. La inmunodetección de íl-actina 
fue el control interno de cargado del gel. 
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Figura 10. Análisis densitornétrico de los niveles de P53 en linfocitos de . 
individuos tratados con MTZ antes y 1 día después de acabado el tratamiento. 
Se muestra el promedio de la repetición de dos experimentos. 
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Figura 11. Correlación entre el dafí.o al DNA y la inducción de P53 en linfocitos 
de individuos tratados con MTZ 1 día después de finalizado el tratamiento. 
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Fib'Ura 12. Cinética de inducción de las proteínas P53 y P21-Waf1 en linfocitos 
de individuos tratados con MTZ 1 día después de finalizado el tratamiento. Los 
linfocitos fueron estimulados a proliferar con PHA durante 24, 48 y 72 horas. 
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Figura 13. Análisis densitornétrico de P53 y P21 Waf-1 en linfocitos de 
individuos tratados con MTZ 1 día después de finalizado el tratamiento y 
estimulados a proliferar 24, 48 y 72 horas. Cada barra representa el valor promedio 
de tres experimentos. * p<o.05 ANOVA con respecto al tiempo o. 
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Figura 14. Patrón de respuestas de la proteína P53 en cultivos de linfocitos 
humanos tratados in vitro con MTZ. A la izquierda de la figura se muestra el análisis 
densitométrico de la respuesta de P53 en los linfocitos de 13 individuos estudiados. Los 
cultivos fueron estimulados con PHA y tratados durante 24 horas con diferentes 
concentraciones de .MTZ (25, 50 100 y 200 µM). A la derecha del panel se muestra las 
inmunodetecciones más representativas de cada grupo de respuesta. Como control positivo 
de inducción de P53 se usó actinomicina-D (AMD). n= 3 experimentos independientes * 
p<o.05 con respecto al control sin tratamiento (ANOVA). 
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Figura 15. Densitometría de la respuesta in \itro de P53 en cultivos de 
linfocitos humanos después el tratamiento con MTZ y sus metabolitos 
hidroxilado y acetilado. Se realizaron cultivos de linfocitos en 3 donadores (LH7, LH12 
y LH13) los cuales fueron estimulados a proliferar y tratados durante 24 horas a las 
concentraciones que se señalan. Cada barra representa el promedio de tres experimentos 
independientes. * <o.os con respecto al control sin tratamiento (ANOVA). A la derecha 
del panel se muestran las inmunodetección más representativas de cada donador. 
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Figura 17. Efectos del MTZ y sus metabolitos sobre la proliferación celular y la inducción de micronúcleos en líneas celulares con 
diferente estado funcional de la proteína P53. El porcentaje de células polinucleadas, se muestra en forma de barras. Los datos 
representan el promedio y la desviación estándar de tres experimentos independientes. * p<0.05 Chi cuadrada. Las líneas con puntos 
representan el número de micronúcleos (MN) después de 24 horas de tratamiento. Los MN fueron evaluados en 200 células 
binucleadas por duplicado en tres experimentos independientes. + p<0.05 con respecto al control sin tratamiento(/\NOY /\). 
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FibTUra 18. Inmunodetección de la proteína P53 en líneas celulares después 
del tratamiento con MTZ. Los cultivos de las líneas con P53 funcional (HeLa y RKO) y 
con P53no funcional (C33-A y RKO-E6) fueron tratados durante 24 horas con diferentes 
concentraciones de MTZ (o, 25, 50, 100 y 200 µM). Como control positivo de inducción 
se usó actinomicina D (AMD). 
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Figura 19. Inn1un.odetección de la proteína P53 en líneas celulares después del 
tratamiento con los metabolitos hidroxilado (MH) y acetilado (MA) del MTZ 
Los cultivos fueron tratados durante 24 horas a las concentraciones señaladas. 
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Figura 20. Densitometría de los niveles de la proteína P53 después del 
tratamiento con MTZ, MH y l\1A en las líneas celulares HeLa, RKO y C33-A. 
Cada barra representa el valor promedio y la des\iación estándar de tres experimentos 
independientes. * p<o.05 con respecto al control sin tratamiento (ANOVA). 
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Figura 21. Efecto del MTZ y sus rnctabolitos en la cinética de inducción de P53 
en la línea celular RKO. En el panel de arriba se muestran las inmunodetecciones de 
P53 después de 1,3, 6, 12 y 24 horas de haber dado el tratamiento con MTZ, MH y MA a la 
concentración de 100 µM. Abajo se muestra la densitometría de la respuesta de inducción 
de P53. Cada barra representa el valor promedio y su desviación estándar de tres 
experimentos independientes.* p<o.05 con respecto al tiempo o (ANOVA). 
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Figura 22. Evaluación del efecto de la transfccción de la versión normal o 
nmtada de p53 en la línea celular Jurkat, sobre el efecto del MTZ en la 
proliferación celular. Las células Jurkat fueron electroporadas con los plásmidos 
pcDNA53 (p53 silvestre) o pcDNA273 (p53 mutado). Se realizaron cultivos que fueron 
tratados durante 24 horas con las dosis de MTZ que se señalan. Se evaluó la proliferación 
celular por incorporación de timidina tritiada. Se muestra la inducción con respecto al 
control del valor promedio y desviación estándar de dos experimentos independientes. 
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Figura 23. Evaluación del efecto de la transfccción de la versión normal o 
n1utada de p53 en linfocitos humanos, sobre el efecto del MTZ en la 
proliferación celular. Las linfocitos fueron electroporadas con los plásmidos pcDNA53 
(p53 silvestre) o pcDNA273 (p53 mutado). Se realizaron cultivos que fueron tratados 
durante 24 horas con las dosis de MTZ que se sefialan. Se evaluó la proliferación celular 
por incorporación de timidina tritiada. Se muestra la inducción con respecto al control del 
valor promedio y desviación estándar de dos experimentos independientes. 
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Figura 24. Efecto inductor de la proteína P53 en células RKO del MTZ, MH 
imidazol (IMZ) y lcvamizol (LVZ). Se muestra el análisis densitométrico de la 
respuesta de inducción de P53 de los cultivos tratados con IMZ, LVZ, MTZ y MH durante 
24 horas a la dosis señaladas. Cada barra representa el valor promedio y desviación 
estándar de 3 experimentos independientes. *p<o.05 respecto al control sin tratamiento 
(ANOVA). En el panel de abajo se muestran las estructuras moleculares de estos dos 
compuestos. 
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Figura 25. Efecto del MTZ en la \iabilidad celular en líneas linfoblastoides 
normales, hcterócigas y homócigas para el gen ATM. Se muestra el valor promedio 
y desviación estándar de 3 experimentos independientes. El panel de arriba muestra la 
comparación entre la línea ATM normal (CHOC) y las líneas ATM heterócigas. En el panel 
de abajo se observa la \iabilidad celular de las líneas ATM homócigas con respecto a la 
línea normal. 
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Figura 26. Efecto del MTZ sobre la proteína P53 en líneas linfohlastoides con 
diferentes condiciones alélicas para el gen ATM. Como control positivo de 
inducción se usó actinomicina-D ( + ). 
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Figura 27. Densitometría de la respuesta de P53 después de 24 horas de 
tratamiento con MTZ en líneas linfoblastoides con diferente condición alélica 
para el gen ATl\'1. 

TESIS CON 
. ALLA DE ORIGEN 85 



VII. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES. 

La evaluación de los efectos genotóxicos del MTZ se realizó en: a) Linfocitos 

de individuos tratados con este medicamento durante 10 días con la dosis 

recomendada contra la amibiasis (Anexo 3); b) Linfocitos de individuos sanos, que 

no estuvieron expuestos a ningún tratamiento en los últimos 3 meses; y c) Líneas 
celulares hl.lni'~I!~~. . . . . . . . . 

. - '" ., ,. 
.. 

~d:~~ri~~tbtt~Jtóti'teAidos ae indi~~iios un día después de terminado e1 

tratan1f~rRg'~~~t6'dfas. con MTZ ~ncontraihos._uri,incremento en rompimientos de 

cade~~'>:~~~~iÍI~';aei DNA; Visualizad~ ~c~n ~l;,'énsayo cometa (anexo 3). Estos 

result~d~~;:corÍcuerdan con otros re~Óft~~':du~i1:z et al, 1991a, 1991b; Re et al, 

1997), ~sí co~o éon datos previos obterii'a6~·c8rif~s mismas muestras en las que el 
: . ' ·'. :.':· ' .. '-1':·'··.'-i 

MTZ incrementó la frecuencia de aberrá.eiones cromosómicas (Elizondo et al, 

1997) .. 

Al ~valuar Jos niveles de la proteínaP5g en los linfocitos ex vivo se observó 

que, ant~s d~f't~~t~~ienfo, sólo uno de los.inclividuos exhibió una banda tenue de 

p53. Mie11tras que U:ll día después de finalizado el, tratamiento, a excepción de uno, 

todos IC>~ Í~~i~ari:ci~~m~straron una clarace>-:Pr~sión de la proteína. Además se 

encontió ~ri:il'elación :directa entr~ Ja c~btid~d' dé rompimientos de DNA y el 

· ::::~~l~i~f ~ti~~~~~n!~~f tt~:!!~!.~::¡:::~:~:E:~:::~: 
literatu;aj'c~Ü~~kaf;:'·d6J~·;,··s·i~~a~ .y Pientepol, 2001). La magnitud del daño al 

DNA pr6~ocadd·~g~·,~l·t~~tiÜ1i~nto con MTZ se redujo en las muestras tomadas 15 

uías · de~~~es·a~:;i~ifriiJia6'~1 ·tratamiento hasta casi alcanzar los niveles basales 

observados. ant~~--~~ij~~tall1iento, sugiriendo que este se reparó. Cabe señalar que 

no se encontró este ·~f~éto en dos individuos lo que puede interpretarse como que 

estos suj.etos no:'fueron capaces de reparar el daño. Es necesario mencionar que 

consideramos que el daño al DNA se reparó ya que encontramos una frecuencia de 
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:,';)' "' 

romphnientos e~c ~i DJ'1~ ~imilar a la basal, sin embargo, habría que evaluar 

específica~e~t~ e~f~~';i~9J~~·o:. .• ' ' ..•• 
-. ·-:'·.:::/:': • '·:· ¡ -· .• ; \ ·:: .,·,:.: ,. ;,~:.-,;::: 

. ->~~- _-. :··-~" ·~-~::~::·:~-~~i::~~~~; ~-~)!~~-~-:.n;;:.::-_.:·:·~~:~>· .... ~<:-~·~ -._:;;,:. · .. \.:~~ ·: --.-:-.-.>-' .. 

. La a·ctiy;J'cÍÓr{á(;.:P53';~~s ll~~ó á preguntarnos acerca de su funcionalidad. La 
-· ., . : :'.:-:'- ·:·1-'.-:~; .. ~·( '."°f{~·~:;'·<-~~'..'.;~~·;,,_:;·~·~f,-~/!/:"':~~;"::~·-::}.··'.·_ /:;._{~.;·.-...~X?:'~.;_;;,~:;.··::··.'·~ ··_: ·-... ~.:;::·:: 

funciónalidád;dé:ps3\se)nósh·q}iridfreéfajilente por la activación del inhibidor del 
~ :. . .-.-- ,~ -:;·'.:; ;~ .· ·~-~~~-~~~'.;-~:~:N:. ~;1.~ .. ;;~:,_·~~;.::-:·;~[.:.~·~~t'.{{;~:-.-:'t~~:,:t·1~.:}i~:;0~~~~~- s~:~~ :~-~~~·;;_,;~ .. ~ -·. ·.::-:_ ·_. .. ·· .. " 

ciclo celulárp2ihWJ\F.1;iqü'e'es:up:ó~de.~los'ifll~diadOres principales de las respuestas 
. · · ; -·,. ·· : ;; __ i ~ ·,;\ :-:: ... : ~:<\:,\:.'.~,: ~::';~~~\~~-~ :':"{·:~~ ~:~-:_;/:. .i?:~~ .'~-;:X':. ~:~3':~.(. ¿,}f1~!:~:-.-f~1'J:.--;;i:tf)~~~-::·.;~:.:::"li,?':· 1~1~! : :·. · 

biológicas iridufida~f"pprJaiáctivacióh\dé's,P.53}"La ·proteína p21 W AF1 se encarga de 

dete~~?:,i~~~~~J:ef:~~~~~~tS~f~l~mtJf (~J~{iif iiii\~~n~iones de los complejos ciclinas-
cdk y pro~~íija:s.Jnvoli}~r~d.as~~c)iiil.ai,sítj_tes,!s¡,qe DNA (El-Deiry et al., 1993; 1998). 

~:: .' .· ;:_.<-;·'·<{;--".::-}?i),"i'.)~~,~-~'.;i:;,:~~;\::.:¿,i'.,'~:--:':::¡'~~~€\'°~ -~~-'.:';rJ~~}~:~·~:·~¡:\i~~,.~~·~0)':!:.'~':~.'~·:· __ '\i~\-:' "' . · • 
Los resultadOs'i:fsi.rgi'er'é'íi;i'qÜe':\!laiciii"dücCióiitSde la vía P53-P21 desencadenó la 

. : ·. '· :· ~- ':::, \~t:"V~~.~·;tF;~;~~t~:::J~:~tE~t.;.#~i~~~,:~ib~~~~·~%~,\:n;i:~~:~'%~~:::r.:5~f:_~'.< ,_( :>:., : .. '-; _._., . 
. detencióri':<le~lá;p'fóliforadóii1celtifalrpara posteriormente reparar el daño al DNA, y 

:,:_: ::>.:: ~.-'. .. ~5-~t;~~;:·~:;~~·-i·i;;;:~f~§~?~~-.t~}~~~~lú~G~~~:2t~k1.t~\·~1~:'.{i:·~/:: :-,_:-~,,;~:::,,:.·~:;;:: :~:' : , 
no que la activaCióri'dé;J.~53'.eri'ceridió Vías de apoptosis ya que el MTZ no mostró un 

, , , ·':<.' :~ l: :~/~~~;:,··~~;·;.!~ ~ ... ::{t~~~~}J:::?¡~~~it:;.~t_~:;.~,~~:{~Y~~~,\;.~.'¡;~:::Y:~ :~~: ::~·~ ·_ ',:.:.:\ ' : 
efectefcitótóxiCó'.signifiéativo··ehfo1estros estudios tanto ex vivo como in vih·o. Por 

, _ .. -.. __ : -.-¡ ::.~~::~:~~\'.13:E:~~i;:~<f:V~;.~f-~-~:1i~;c{.~;1t~;~:.;t~~ .. '\\~~~;-/,: .. -'.=·::·.r· . '.-.~ · • ,, 
otro lació;Ja a.~t~yac.1_on~c:le~;p21:·no córrefac1ono con los resultados previos donde se 

mostrÓ;qti&X~~Í~~Ía1áiiB;~:ff1tii.dos con MTZ proliferan más rápido que los controles 
. . _·:~.·;·~·--.:: i ··</?··~.:-~:!~~}\t·;.::~~r~:¡~--~~;--f.b;~~·t ~,·: .. '::~"fr\: .' _·:· 
(Elizoiidot'éf,tál;<~i9'97)[.Consideramos que esto podría deberse a: 1) poblaciones 

. ~-: \/>·:~::~<:·~;·:~:.~:~~Íi::~t-~~:·~¡iJÚ'i~;(,'·,).'/_ .·- ,·:: : ._.;"":_ _· _ . 
celujáres ;dist}l}fi,ls;]2){que p21 no es funcional o bien que alguno de los genes que 

cont.i~.~~'.~~1~~;R~~~f~Kifl·P?~e.~·~é~i~e;:?·.~),:~?z.:estos procesos sean regulados por 
mecariiSirios distinfos-eri.los qúe' predomiiia51á'señal de proliferación. 

• ·· . ::: ·~:~[(1~{1t0"~3ll;i?ii~;~Wt;tf;t:~~·;hlj·;'~{ú:;i~D~Y· · · .. ··.· · 
Si bieji~·.eg:iv,rr.z!;ipu~de;'jnteracttiar directamente con el DNA e incluso '. ;_' :~~._--;·,.~ > ~(:¡:'.)., -;;~}-;;{¡~.~~¡~:,:· ~-~!<.: ... ,:,~~:~;~:_:~ !-: :·..- :·: .: \;·:-: . .-:; .\: --··. ~ 

producirlerompirriiehfós (Bre1:(et al., 1999; Tocher y Edwards, 1994; Kedderis et 

al., 1989; c~~~~~~€tilH'ci~;ª6):'~riestros datos mostraron una relación inversa entre 

la cantidaci'c:i~:lvl:t~·'eh';~l:plasma de los individuos tratados y la magnitud del daño 

al DNA. ur}~·'á~il~s}~~sÍbles interpretaciones es que el daño en los linfocitos de los 

individuos 1:;atados con el medicamento es inducido por los metabolitos del MTZ, 

las forma~ iiici~6~1~da y acetilada. De hecho una de las hipótesis más aceptadas 

para explicar la genotoxicidad del MTZ involucra al proceso de biotransformación 

aeróbica delrriedicamento (Anexo 2). Con esta idea en mente, se investigó si los 

metabolitos hidroxilado y acetilado inducen a la proteína P53 al generar daño al 

DNA. En líneas celulares, el metabolito hidroxilado incrementó los niveles de P53 
-~ . 

como resultado del daño al DNA; mientras que en los cultivos de linfocitos, este 
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:;'~f-· 
•' ···:::: .. ': 

meta bolito tai11bié'n 
1i~7f~ITi~lltó :a\Ps3· d~ .manera dosis respuesta en todos los 

donador~s\~~~iu,~dós';~::N,L t~cibié~> tá~to . el MTZ como el metabolito acetilado 
·- _, ,_ :,--- '" ."' .: ' .-; -- •• •'"• .. ··: , l '; ,,. ' . . . . 

gener~ron.lá.ad:ivadón de Pss''enJos·cultivos de linfocitos humanos. Estos datos 

demues1:~~~~«~~~-t~rit~:~l,:~Tzci6~6 sus metabolitos pueden producir daño al DNA 

de las ~éi~1~~J.g¡:::.~V -~'_;.:, · .. · ·· 
·:;.·.,.,' -- .; .. • ·-;:·-

- ·;.~·' ---\/ .. ~--_:;.:, ~ :·~-~-; 
.'. '. '.-. ::t.-·c:·~ •• ,:·,":• \· • . 

Eri:~si65'f;.Stúdi~~ :1:a~bién observamos que para el caso de los metabolitos, 
~- ~~~~\- ff.'¡'~;c.;f~.:-~- ~~T(~:':-~ :~·:t·~'-'" e ~i·l~':C~" _t; ·.-~ _: -- : . ,-., _. 

la inducción'de·P53Jnició::.despuésde las primeras horas de tratamiento, lo cual es 

indicaúj~,·:,~~1~cÍ4'éi,{~sf6,~'[~o~in~~sto~ producen daño tempranamente. Existe la 

posibÜid~dtti~;~{i~\,to~\;~}Jtab~Ht6s~del?1TZ estén generando diferentes tipos de 

~:::,~~iii!ii~~~:l~~~~!b~:::~~= ::::~•:ie~t:s~ :::s;:~::::: 
afectar·alS~ifüesqü'eléfo; lo '.que éxplicaría·Ia activación inicial de P53 y que 

postef~oiT~8.r~-~~t~~ ~lteracibne~: d~h;rn~~f: ~}ª.formación de MN (Kirsch-Volders 

et al./19:QS)t\Clei~ualquier mam!r~· so11:;.n~.ces_arios otros estudios diseñados en las 

mismas ééI~Í~~ :Y a diferentes ti~~~6s'!p~r1':p<!>aer evaluar distintas formas de daño 
-.. , .»':. > > ·:, : : ...... '.:: , . }· .. -: .:. , .·. .-. : . , .',: , .. :_:: .. : . -·-~· ... , :·:,,, ;. >;·:,..:~~ :--~;-~:-;>'r·1 ,_:·:~~: j:' i ··; ·~ ::.;. \/'.,. : 

inducidos' paf el MTZ y sus ~osl11etao6Ii1:osl Séría interesante determinar si el daño 

:;~:c~:~~t~~i~~1jfa;f i,i~!f l~i~~::,:s~r estos rompuestos, romo por 
·,:·:\ ~:.: 1!.;«.:;''i' .. :-._'·-;/,~·'>,, ': ',;.Y.,, '" "'::., ·:'« 

·.·<.i'..:,~· 1;{;;;¡,,F,~~;J.:~:.;;tJ,i.~h~:tf/:~~.,;~~> .·· 
Las'difer~riciás ~r·;lO¡;'.éfeC:t9s;prc).d'.~:cidos por el MTZ y sus dos metabolitos 

pudieran. -~st~.~;;,4,i~,~ifü\#,~~AiJe~~tjJJ:~)~~¡~~Í~~~i~s. estructurales entre las moléculas. 
La presericia',adicionaI:: de): grupós,~hidroxilo y acetilo pudiera conferir a estas 

moléculas .. u~~ -fu.~yor . I"~acüúg~~~~]-.~Y-/ei{i'c~~ compuestos relacionados como e1 

levamizol y el imidazol•ta~bi.~d;~~;;~k{hdr~~1entado P53 apoya la importancia de 

estas diferencias estructurales; 

Curiosamente en las líneas celulares la funcionalidad de la proteína de P53 

resultó ser uno de los factores involucrados en la generación del escenario de 

proliferación celular-daño al DNA. Nuestros datos apoyan el hecho de que la 

inducción. de proliferación de células con daño en su DNA, generado por el MTZ 

y/o sus metabolitos, requiere de una proteína P53 no funcional. Las líneas celulares 
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' ; . '. - ' \:.: .. ~>-~':.":' ,~' ; : ,·.:::~ 
;-- _/:.F:. :.':~:~~ <<~··~. ; ... ,,,,_: -- . ·.,-::·, :·,,_: ·: :· ;"- . 

·. ·~ ' ~- ::' <:.:::_;~>. }~~/:>>~;.:;:::·:' -·~.;>; · .. ~-~;~~ .. '_-::._~ ·-::·<~:_;:j~~~~\:_::,~:~:?:< /\:>~- :·; 
empleadas nos perri1ii:ieron;obsezyar.queJa;iiiactiVidad de P53 hace que las células 

• ·. ,- . :· . _:-~'..:_ ~- ~·/;).-.» ·<;.¿~:.,~- !'.:.;C .. ·;.i~~-~':))~\~.,;::·'.·:~~:,::.::::-t.f~~~,~:~)~{/ ~;-/~ ·: · ___ . · . 
proliferen con danoen .. elI):r-fA.en presencrn,deLMTZ y sus metabohtos. El modelo 

: _-,~ ~ __ ,_·; :- .:·._<:·:~--~ ::r~:';,·:>.' ,~:'.::;/<"{::~:t":';.· _:'tf>,:':··_~(:;-(:·: ~~-~:-~\:? ··,.·i·p-~--;;. ~- -·· , ' 
más. idóneo. para e>..-pHcár~·lÓ/ariterió'r·sOh~'las'i'.células RKO y RKOE6. Estas células 

constituyen i{{~}~t~,~~}~~~~~{~~[.:~~:.~~¡~~~;1;ftt 4nica diferencia es que la proteína 
P53 se degradadil::rápiáarn'éri{e\én'.las;:célúlas\RKO-E6, aún cuando presentan la 

: · <: :-:t:'.~,º-_,·'}~?;::·:;):1~~-~·-~ ;~i\···\~1~~.~~-~:;:·1:::.:{-;:ú;~;?::'.~.~~:~1:.tz~S'·;:~·:/'.'.<.r \:>-;~::':'~. ·: i /7 !. :: 

versión silvestfé'..del~geriá:>53~:'.porJq'.'que éstas no tienen proteína P53 que lleve a 
.- · · ":}~~V:·~:.:t~;::;-~: .. J~~1~{;(~tl~(~/'!:_;;;~)<~;::~r_:;; .,\C·~;·:s.;·.~:~~:-/.~.<\'·J. '·. ~;.;~- .. ,:·< ·;;: '.~~ • 

cabo loas;Junc1ones;·lde1guardian:deLgenoma. Lo anterior se debe a que están 

transfe~l~-~¡i~~~~«ft~J~J~~~,~'.~¡¡,~~~~f~~f~·&:;::~tir~ producto media la degradación 
proteosómica~oe>Iá'.pí:cí'.teíil·á P5§'ii;Yía:ubiquitinización (Kessis et al.1993; Foster et 

•• -<. ,.,. • :":~ ;:~ ,;,,<:.:·-'~.!".íf~·.~:·.!_.:''.·~·: ~·-:·''1 ,.,,- '·;· _: .. '.~<·?-'.¡.;~.'·":-. -~·· !'.. -~: '· . ··""":.:··:. •_' '" : . .' .. ".~ i .. >- . ·.' 
al., i994).;~c~tii~~~ri~ik:áé'.Plfa'!en-1~ Hne~~cefülar RKO-E6 hace que las células sean 

::;c~~~4~~{{Í[~~ht~~;~~¡~~~~~¡;t~:~:~::a~:~oe:n1:: ~=~~e:~'. 
con 'P53 ; funciori'al;',;:el}oañO/áhi:nNA'.j:frovocado .. por los metabolitos del MTZ 

':.: - :· .. :;·~<·: ::~::1,:-.:"._''·~:..:<·.;·.'~'~/~<:'. :;>·<:~~·;.:;:.:~:-:">::;o:.>::::.·;:·-~:}·>:/:'.-(':.~:·,-.;;:.:::.: -,:~·:·,:,·',: -~·<"::· ,:-. . - -·· ~:· 
aument6 ·· fos"riiveles de':iPs3 :'cleteniendo\Ja'1prciliferación celular, mientras que el 

MTZ qti~ ~b'.~~rig;g{1)iJ#i~W;·~~~~i¿·,r~·p~~Úfe~~ciém. Es decir bajo condiciones 
.:.. · .. _._ "':.>\~:.~,_·,;~:~.:.;, ... :(~:r:.,-!·:):·,;:\<Y::.··::.-:-:.::.':·-~'··-,·-, ... :<.-;·~-~:~:',::>~-~~> ... · ... ·,'> :··: · :"-:. · 

normales laiactiVidad de.·P53'detiene:la'j:>roliferación celular ante la presencia de 
daño al tiiJA.;Jp} {'.; '·, : > · ~ :: ' . ~:; •; 

\ -:· ,;:~>.:, ' ",; ::· ~~?"' - ,. ::~;;··/:_:. 
' ·- . ·~.: _·_ ::..· ·,:·,: ,· :_,-.;·; ' . 

. <.~~.·>·;,:.'. -.... ::,· -·-·.·_-·,.- ·, .... > 
Loi6:~stiltad.o~ ~bte~iá~s altransfectélr versiones normales y mutadas de p53 

a las célüi'a~;~urkif~ a' los lh1focitos humanos; también muestran claramente el 

papel de ~~S:.}I1'1a:~Íter~~ié>ri deJa prolff~;ición por el MTZ. En las células que 

recibe~ la .~e~~i·ó~ lll~t~da.se .incr~1nen~i·~1Í~éciá~ ~ú próliferación, mientras que los 

~:t:~::itl~~j~;~:t:Ji~E~t{~~~~if§?e:~::o :~:~u:: :s:0::n:~: 
células Jurl{~t; que poseen sólo uri'¡¡_lelo•muiado, se produjo una proteína funcional 

. ~· - . . . ' . ' ' 

y las células fueron capaces de detectar el claño inducido por el tratamiento con 

MTZ frenáridose~u%6Úfer~ción (Anexo 4). 
•. . ~ •'.; 

Es ciifí¿Í(p~risar que en los seres humanos haya una frecuencia alta de 
' . ; . .'. ~· ... - . ' . 

mutaciones!eri Pi53 que alteraran su función permitiendo a las células proliferar con 

daño cuan'~'i"'~~~·tratados con MTZ. Es evidente que P53 no es el único factor en 
< 

este escenario y que es necesario estudiar otros componentes involucrados en el 
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. .· ~·, :.·,1ctf\l1(1f í~i!tf.~~~.~~f i~;/A: \.:·..'i.·:3·¡:;. ·::\[~•··.\· •.. 
control de;Ia:prbli'fér'rii!iór?celuiar; uitejelliplo;.como nuestros resultados sugieren, 

. . .' . ·.'. ::;::, '.: .. ·~~~-~\:·,'{' .. ?~~.~;;;~::{~'.1:_~;,_:?\;::.':~~&;::.:·/.~'.~~/. :~~,·.;~~ ::\:-'..t ·.:·.: :.'i:·;~':/'l~:'.;~:>~ ·.::,'.: :\ ·. 
sería··. el.·: geri;~ATM:·~'el "'cualr,f dep-éi1diérido(de .. su condición alélica heteróciga u 

.- . : ··'. -~.·~¡ .'.-:;.~.:~~:?: c.~.?S/N-~~:~';{f/ . :./.~\~?:;,;.·~:(·.:{~~ ·.'.!'~~,;~:-~ .. _.;~-'-?~/~·~'.'~!~:~~;; if.:::;_ -. =: _ , 

homódga/ córifiere~á célúlasJa}susceptibilidad que hace que el MTZ produzca 
.. -- -· ~:-~~,·--l~~~:.:'..~,~~-i1Lt:,;.tá,"~;.~~~¿;*:,_;~/~~fi·~~~0;)~~-l~{~~~~;'.·hf~-!:~;.¿\9i-~~;~~~:;,~·i~;~~~-,~: ~- ,,· ~-- :~ ·. __ · -

daño a diferericiil.dela'éoridiéióri"nfrríí.1ab'Sería relevante que los efectos del MTZ y 
. · ~-:::-'.'~~:);. ·~·~!} ·.~::N~?;;~~~~:;.:.~1~ ?(:~;;r~fr~·~:.w .. ;:i~'~:'t;·;.~:1:~;:;~~:y-:.y.,-.~~1~:;; .'-fs~:~~;f: -:~~" ::;~ ... _: ::::·~. _ , 

sus metábolitos\eiúJos>geneS.f iilyohícrados;\eri,;el . control de la proliferación se 
: : ::: .. : .. \-:: 1~: .,:f ~~~ ,"~'~;:~.~~~\\-:p;::~t~:Í)~ ~ ~¿ )i:±3{:;¡:s v;-~·'.:T;~\~~& '..'-'::: t\~:1~;r~:~~E:~~~?f{~~~-~ ··;~e:.:~~~:-:,..,._-.' : · 

evaluaran: frc):soló''é"iilinfoeitós 'siíio'eii"tfüalquiei otra estirpe celular . 

.. ·. :. : • ·'··2_:··ti]Jitl\i2~.,};fü~· ;i1~: '""'X~~;,·m .~¿, .. :~~i::-·•·· · · 
.. ·.El'.;e.h~~§~iiliff~~~~~~~.:(r.gs:~~~~~P,J~~g,~,1;~1~~~~gte.· los cuales estos compuestos 

modulan: la :prolifera:Ciói:íji~el,ularfii'.6\~;~si,~i¿biénJc:lefiíiido. aún. Se han propuesto 
·,_ · ::.! ~. ·::: ,.;_~;\~~·»,~S< '~<~'.-:;:,\:'f:~.:·~,'.:~·-~~'.it<-~;~?:?!i;\~~ .. ti~~~}'.J~~~,~i'.f;~····e·:,,t~=: i:i:~~s--x \}g~./V~- 1

' · : " , • 

diferentes····hipó,tesis;~.úná';\:de,Véllas;~p}_<,lntéáfiil::i\finodúla_ción a nivel de segundos 
. . , . · -':· .... ·'.·:;·,:·:.:.:·.'_ :i;._:: /::,\~;(_:,t_~;tr·í.~:;:_)~~-~~~?>~;~:.;/~ .. ":rv~::;.·~i->~~~;r,,,1y---;~.".:::~~\ .. ;~-;~~;5,: ;_~;'--::·:-·:,: · 

mensajeros, 'se: sahé épor,;:ejeífrplófqüe:1el~le\7-~u1iizól, compuesto que guarda una 
. ·; . ·:: .:-. .. ~,-,:· /-~.:- .~'';::·~s::.~.<~:· .. :-:r~:~>'ii,~;-~ .. ;'.;l:i'~f/·:;·~.::~.::?_:.~·,~1:::-r1.!:~,éf}:~~-:- :·t~f:)/r.)_~~s ~,:::~<:;;:<~'.t._. .--:-: ~ · ·. 

relación estru'ctµfal/rijüyfe~t.f~cJta'):~()ri]:e1;:MI:~,~~au111enta la proliferación linfoide 
:·· ·. __ : ::'.''· ::,·. ·-"· .,i:;.:" -('~;;.:::<·;_..;;-~ :~~I-;::'.;f'~~l'?:-<';::<.-r:f.::·:1,<··_:J:'f} ~· :):;.~<~'·\;·!,:\;;_.t;~~;~· ;_ }/:~'. :·'. ·.: ~,.,. ._.-. -:. ~'"· 

mediantéla inhibiCióri:,deJá.Al\1Ec~fósf()diesterasá, lo que resulta en un incremento 
. .:--· .- -.: · /.·. ·:·';.·, ::~:_.:.:-.-. ~-:··-0~L·~·':\-;'.<-~~)!~:: 'j~~-:<i'.<'.:/~,:;-:~~:::);~~~i'~r·f<~.~~\::_'.:~~; .. ,~::;::;:.~:~ ::: .. ~ ·: ·, -/ _'., ·- - .. :~:·;· ·, -.. . -

en los niveles de AMP;c.(Hádden'et'aH; i97S).\Otra posibilidad es la existencia de 
:· ~ . _: :· _: ·:-; "-~· ". ~~. !>.,: 't':.: -.:·· 1 ~·:t::·,,,·'.r_. ~\~~fr-=·: ~~t~-\-.>::·:!Z·.:i/{'.'. '::1;·;~:~,.;'../·t ;:j·~·;'.:·;.: ~-: ·.:\'. -:: ·~:~ <-; . .-.'~:. : .. , ;,-: -.·, ~:: ·::.: ~ '~·-,._ ·-_:': .· " . · · 

receptores .. imidazólicos ':éii~;las;;:membran~s~:celulares; ·ios •. cuales·· .. media~ían •. ·la. 

~:::;:r~inn!:.~º~rdf 1~]~~i~~~~!~it2~r4trf~~Wi~ii~·J~hírt:z 
imidazol,. el éu.al.hasido.Íocaff~a~a:'~~'~fr~;~~tes teJ,ido~·~:¿rga,~os. como el cerebro, 

pulmón corazón, médula: ádr¿na{Jií~~a~>·~~\ifi6J· (F~rsang y Kapocsi, 1999; 

Busquet et al., 2000).Sé h~ ~Óg~ficlo q'Ü~~~l,Ú~_o·á~ señales acopladas a este tipo de 

receptores muestran cierta-~hoi-hoi6'gí¡:~J¡.i~'l~s 'generadas por los receptores de 

interleucinas. Incluso s~:~ab~ d~~:.~11~S~1n'is~lpuede potenciar la actividad de la 

interleucina 2 én linfocitbs hurri~ri·o~ (MJ;Itizzi et al., 1975; Redondo et al., 1987). 
' . . . -· .( '. ,-- ,, -·-.::<;,~; -.;-

Otra alternativa seria analizar qiié etM'.rz'y/o sus metabolitos pudieran ejercer el -· .,:· ~·· .. ·~-''.~:... . 
mismo efecto en factores de c~edlliiellto .·involucrados en la activación de la 

;:._,., /'.·_-o,·;<t·. 

proliferación celular en las estirpes·cellllares evaluadas en este estudio. 
· .. Xsi{~;~)r,::gI::'·1't · · 

Otro de los aspect~s)qµ~·,ffa\i~é>~vidente durante el desarrollo de esta 

investigación, esla aÚ:á ~á.~i~b,iü'c1~a.iriaividual en la proliferación celular, daño al 
.··'. ,•,,· ·:-·:;' .·. __ .. ,,,, 

DNA, reparación . del inismo Ei : incluso en la magnitud de la inducción de las 
: . -: ... : ~·;'J , . ., > -" •• 

proteínasP53 y p2rWAFí': Los estudios in vitro con linfocitos de sangre periférica 
' . ·,'·- ¡·.·-. 

mostraron que el tratamiento con MTZ produce tres patrones distintos de 
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inducción de, Ps:3;'.En'i~rlgr1.1p~. no,~ncC>jitri.unos ~xp~esiÓn de P53; en un segundo 

se· obse~o·ü~a5'a~~J~\;;~spu'e~ta;-y·e~·;ul1'"1erc~r gr~po, en el cual las células 

estimul~das si~ trl'~t~rrii~hio'piéseI1iar~h-\l~á:'~xpresión de P53, al agregarse MTZ 

~~ .. +.()~:~~.~i;~~E:¡;~f~~f 9;~~~1s/Í~~.~A~~!~f%I~f6: Estas diferencias en la respuesta de 
los individuoúambiéir's'ebbsérvafo:ifcon'el tratamiento con actinomicina D, usado 
i·:",'· :: ,·:; /'.,:~:''..{:: .. ~:-:~~~ i.'·:.:_.~;~:?;::·:::~~/f.~' ;¡ }{\:.)"t!~:;:';::{·~i,:,;. ~.~· _.:: ~;~.~. ":'!~¡:1,.:.~;;:· :,r,~,\>}::(>: .. :· .. -~ -. -
corrio,confroFpositivc))de~in.ducéi6i1'1de P53;"No entendemos claramente por qué la 

! :· :~-·~_:.: 1;~) ::·1 21t1\ !);.:::'.:.?;·1_'.i:.~~::( ~~~1/.-.'.'.; ~:ts:/.,'.i~;~~i:'.'.·Si\?~- ~'.:"~~t.':-t~,;~t¡·; ·-~·:·~'7 ·' - ·-:~ 
. ~stimulació1(deJá:dj\risi6b''.lcélulaf_füe~dea P53, aunque otros estudios también 

. h~~'.~epÓrtd~o-:qÜ'~ ~~~11~?;~~~:[~~:~-~g~;#~nf~ctores de crecimiento o mitógenos la 

proliferación de fibroblasfoss'jnurina's'.:(Dippold et al., 1981; Rotter et al., 1983; 
-.. ' ·.· .. ;.:.: :1 : ..•.. , .. -::·~'.'''.": - ?"<~· ';_1 <º'~';~ -"_·· :.:·_ . :~ '. . 

Reich y Levine, 1984); y.hG'rri~~ci~fc~1.er~e~: etal., 1984), así como de linfocitos T 

(Calabretta et al., 1986) ~ri '~uié~i:~~'cia'~.Íos .. niveles de RNA mensajero y de la 

proteína P53 se incre~1enti;~ri{-~i~~:~h;B~1l?d/~Omo muestran nuestros datos, esto 

no se obseivó en todos Jis}§1i~~yp~(\~~~~:t#·.~~~,~I'ª posible explicación sería que 
esta detección de P53 en lirifodtós'queiniciánla.prOliferación indicara la presencia 

de daño o estrés en ~s~s;(,~~tíJf~'s\f~.p~t~r,~if ¡~~~1~.~Kes que en estos individuos el 
proceso de degradación'.de':p5§i;Vía:·;;:l\1DM2\}~:ubiqúitinación sea más lento que el 

-. ·. · .: ·· ·./ >:.: ~- ·:_:/o .. '.\.,,_': :;r;<J~,{{~:: ~.2~;y?~t"_: ;,~~~:!:'->~~~'!l.\~. ~W~'~{~;i~~(-_; .: _ ·:. 
normalmente descrito diú1pfoximadá'ri1ente'2.ófüiiiutos (Nigro et al, 1989). 

. . . ·• . · :,,: i:\;Yi::./·;:~~f~g~~'.é~;~j . '.~}Jt\·. · .. 
Las diversas .r!;!spyes~asc;_qri~r_~ncon.~~l).~<),S'.i!'lntre los donadores que fueron 

- ._ ... ; ; ... __ .-,::_-~ :.c!·<::X\~::':.~,~r=-:~;.f\F)!:.~.~J.~· ~~:¿ ... ~;~"~·,/;L:;:t~;~~:;,~··:. _; .. 
tratados con MTZ: prieden~déb_érs'~:r ~stiiitó's?factores. Uno de estos son las 

-, .' __ :: · :~ <- ·_ ~.:.~_,:~ :}·;::;~!::_;~ ;.~{~~~~~~1~:·-1~;J.~~5;¡,r:.t1~~~~'.~\: ,::8i~f¡)~~.r;\ ~ .. ~:ir:;:·-·· . 
diferencias individuáles!én::eLproces'o]de;biótrarisformación del medicamento. Esto 

- . : . · :·· ~'._</··:-:·,,~f:~~:~~~ f ~~-;~~~~·;1.~;\,;~:-f\~·:1~~::::~I~8!:1t~?'.\blf;;fr}:S·~.;.·'}::~:,~:~.?) ~-:\:;·~: ·-~·;: :_' .. · 
provocaría que hubierá'distfüti:üfcbncei:ífraeiones del MTZ, y lo más importante, de 

. . . ·; . ~ .. :;~, ~::~'.·:;: ;:~,~:~;t¿•·::'.·-~;fi~:}f:~1-'=)q~,·~~~~;:~{t:~ .. ~~~~~~;?,~{·~~~~,, ~'\/~ ;_·. ·.,>.\·>'· : .. ·- .·' 
sus metabolitC>s:·ne·ser:así;:·::los:;,füaividú:Os qrie biotransformen más el MTZ hacia 

' .'; - ', ~-_. .\. -:•;>'~: .- :;·~>':~· __ >). •'•;::·-,:T·/·';_·~·:=>:::.~¡,~•·::·t~::·~'..'.:t'•Í'.'.._;;¡_.~:.'.\ •:" ·>·::: 
. su forma : hidroxilaaa-'teridi-íah•ánayor daño que los que no metabolicen el 

medica:inelltci; o i~ ~-a~an:;~á~::;h~~ia el metabolito acetilado. De hecho existe un '. ·.·· .. ' .. ·. - .... 
reporte sobre la existei{ci~ dé diferencias interindividuales en la cantidad de 

metaboHtos que se forman después de la administración del MTZ (Loft, 1990). 

Además, aún cuando no se tiene el conocimiento exacto sobre las familias de 

citocromos P450 que median el metabolismo del MTZ (Anexos 1 y 2), se han 

identificado polimórfismos en los posibles candidatos, las familias 1A1 y 2El (Han y 

Zhou, 2000). Otro factor que debe considerarse para explicar las variaciones 

individuales es la capacidad de reparación de daño al DNA. Es probable que existan 
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.. 1;·~\;;, :-::~.:·::.;.: .. ',~:"-.-. " /> ';'-: .. 

personMi~~~~~~f?,{~,~1~~i¡d~;~e;,cientemente el daño inducido por el MTZ, y 

. otras que iriclusótnc)'.Ipiii,dari}repararlo. Al considerar ambas posibilidades como 
· ._. .. :.>' :.~ .. :., .. ·.::~:·>:.?·.'.~~'\'):f_'~·~::;Z~n·:~ :.-;I~t,~~-.·,_:.~;:·=:?} .'.-~::'-;. :,: .' _· , . 

fue11te de susceptibilidadjl1.diVidual a los efectos del MTZ nos permite plantear el 

•. ~~del~·.:i.~.§~1~?)~~g::~l~~%#~~¡~.Fs, donde dependiendo de la carga genética del 
individúój{partiCuláriiiente:'en•los genes del metabolismo y de reparación, habrá 

-:;.:--·.,.-_ · ~·~ '.r:\" ·;<'\~·:~:~"=~j:7:VW~~~~f.~;*1~t~~~·M~-7f-~ ;=!;\~_;;-i_:.;~:::.~.:::~: .<-:~ .. " · º 
sujétos,,qúe/fü.etab@ceri;rnás el MTZ hacia el metabolito hidroxilado y acetilado 

,_ '·. ·~_·;.-<,..; .. :.~;~}:_>,::-A};f/'.;-~~ .. < .. ~>~~:!:'.·~t'~-:.;::l~'¿.;~::·::.f·'.~:.~·: :.-::-7: · ~:· :·::. . 
quepresentaríuiiíriás daño que aquellos que metabolicen pobremente el MTZ, lo 

~~~;'~~,y~~~~lf!~~~~·t~~~Zi~~iy;~i,ón e incremento diferencial de P53. La capacidad 
repárativa'~;'de'\lós?iridiVidtú:ís:il1.fluirá en la eficiencia de reparación del daño 

·>. '.:::.~t.~-::·~'··:?·~)::.:~-~;:~~~?._·: ;~E:\~_~'.~~-·;~:~i:~::'.-" :::i:t;t:·/~.~~~~-.;. >:~;'·,: ,:.~- ."'.· .'. , . . 
· iriducidó:'En''.este'mó'deló"rio po'demos dejar de lado que una fuente alterna de daño 

"'·:.: .-··. ~ :, :· '->':. ::'.~t::/.:.:};:·~~:~ .. :J.:,;~;.{[;..;ttf~~:q·;-;J?;~·,·~·:~~~?( .. ~f\¿:'.·i~·,,•';\.:._:.'_~ <"·· ·:~:.:-; ._ . 
e inc:luso;c}e'.~;ái:iabilidad:'será.la flora intestinal bacteriana, la cual se encargaría de 
':-,.,.·· .. : '.-/ ... :~··-.~:::.r:.~' :·?;;.:;-:{\\·~?;1~~:Y 1 .UN~;~-'(·f .. 1:\~;\,:-t';\-:./:·;:;'_:.·" .:,.~~::·~ ::_,·.: ,· 
la nitroreducCióñ~deLMTZ hada cori1puestos altamente genotóxicos. 
; ~ ' ·\:;<./:'-~-,~~·;':-~~.·~~- •' '' '. 't~7~~;~{;'./;~\\ ·--~'_:;· -.· --··- ' 

ÍiiJ~j~~:fe:;~~ tti~egos/d~;cartar que la variabilidad indiv;dual e<té 
deterrriiJ;'~a·~ ~~o~.·:·~~d~ht~~: ftlri~i~i1~l~s alélicas en los genes y sus productos 

1.: .,. :: '.'" ·.. ' . : :". ' - ·- .'.· · . ._.: ·' .__. ,_: _ ··.: _.· .~. "<: .· :). '.. ·.~ 
prot~icos involucradbs ~~· l~ fig~la9{iJn de cascadas y transducción de señales de 

p~ocesos .como Ía prolÍferi~iJ{i:'·J~Í~i~r.y lbs sistemas de vigilancia. Por ejemplo, 

para el caso de P53, se ha pl'~;J~~fg:~Üci1i'~~f6teína P53 activada pudiera presentar 

diferentes afinidades· ·. pÓr: ·.·}¿:~;)·1iiiB~6fb:i~s. de los genes que activa 

transcripcionalmente depe~dÍen~() ,d~I~fiii:~..,;diÍicaciones que sufra la proteína y del 

contexto celular de la áctivación·(J.rii~;i;·~~i~i,~k; 2001). Incluso está descrito que 

P53 presenta mayor afinidad ~orió~'.~igiJi:g:fé{~~~ de los genes p21 W AFl y MDM2 

que por el gen bax (El-Deyri :Jt'~I.;Ji§1ª~l~th~ et al., 1994). De tal forma pudiera 

haber diferencias entre}os indit;íJÜo~:féri·'cu~nto a la afinidad que tenga P53 por sus 

blancos, lo ~uegr~v~.erá,U~{v~~f~BÚÍ~ad en las respuestas . 
. \·'·" .. \--~ ._. :''..; 

. . En é:o!lciJ~i.Ón, ~\l~~tros resultados muestran que el MTZ así como sus 

·' 01et3:~olit~s'.,~itlr~~Hado ·y acetilado son capaces de producir diferentes tipos de 

dañC> cÍ~st:Ogénico en células humanas, como rompimientos de cadena sencilla de 

DNA y micronúcleos. Este daño al DNA resulta en el incremento en los niveles de la 
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Figura 28. Modelo para cx~licar la susceptibilidad individual a los efectos 

gcnotóxicos del MTZ en humanos. 

proteína supresora de tumores P53. La respuesta a nivel biológico de esta 

activación está ligada con la detención de la proliferación celular mediante la 

inducción de la expresión de la proteína p21 WAF-1 posiblemente para reparar el 

daño generado. De acuerdo a los datos obtenidos en las líneas celulares, la 

funcionalidad de P53 es un factor decisivo para que los procesos mencionados se 

lleveri.a _cabo. La inactividad de la proteína P53 permite la proliferación celular a 

• pesar d~l daño inducido por el MTZ. Contrario a lo que planteamos, nuestros 
:·: .. ;:.;: :·.;, 

resültado"s indican que el MTZ y sus metabolitos no interfieren con la activación de 

la~roteÍna P53 en respuesta a la inducción de daño al DNA. En los linfocitos 

humanos, se encontró una respuesta individual en la inducción de la proteína P53 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

93 



· ... ,'"/ .~.!{:,:i, :·~,~~,;.~·~ ·.o....,-, ' :.,>.'_ (/· 

ante el tr:t~ri1I~~i~/c~l1 MT.Z y sus' mcitább1itbs tanto en el estudio ex vivo como en 

eun.vi~~,.:;;p.~~~sG.~~io,}8n1mest~~s r.e~~~!~~os, a1 menos in vivo, estas variaciones 

están. ligaáas ':i:i :1a:;magriitiid del· clafic{ htdtÍcido: Sin embargo, otros factores como 
- -· __ , ·, -. '.. .. '- ~-:,~_:_~· _-, ::'.:· ·-;.~~.~-i l'.'D·.-:·'..' _'..l:t:· ;:'-'-·:·~'.:_:.:.,,_·~·-:...::,:,. ·" . .:<,,:~-., .:....::~-' '·-~'.')-;: ·i< 0 ~S-~'..;!:;:: ;~~~--~>;::~'· 2-~.-<~ _ ·. _ --:-

. las dÍférenciá:~a.ni\.~1'ci~jffi~f~bolÍ~m8:~tepii:ra~ióri del daño al DNA e incluso genes 
, _. , '.,. \:-. .. · ··:~<-': ·:;·~r-.··,, ~,_·':·.~· ___ :; .~·/,.'-~:.,/ ;':N1?'.~...-~~~r:,, ·.·~,·r.f :·_~ ;·~.·~\\;::\:.-r.:-·"·:~:t;~·~: ... :=:;i"t.i(f·;;).'ic<~ _:\ ~·.:-
relacionadós cori Ia'.regUfaCiori"dellé:iClo~celúlarylos puntos de vigilancia, deben de 

· , ... ·_ . · ::--.-··,·:·_, ~:·· :~~- :' ::'-:-'.-~~"-~,- -;-¡:'.:~_:;·.~,;::·~;~\:!y-'.,i'.:?-t~_~'~;~:".::?J.~~-:~~;.fº<;':l}~>(f-f0i~~-'.7:;:r~~:\'.,;j:~~tt.,t: :~_.,, · · 
: .. estar invohicrados en'•htsuSce .. tibilidadin'df\Tidual al MTZ y a sus metabolitos. ' . ''' . . ,··_,::·.~·}:~:;~~~:-,· .. ··' ~{01}f· . . "~i!f;_;.!;·-\~. ·:.. . 

. P~r &it~~~;JéJ:~~§~~~Jift.?~i~~~~,,~~':';'~~~~FB.Tzes un medicamento de uso muy 
común eri. nu'esfro;p'aís"\debido"'faHfgranHriúinero de infecciones parasitarias y 

" •' '· , ,· . '.~··.:·-': ~' .. \'./:'.: ::_:;;:~:.f:--~~::::;;~;·.~' .. ~1ii·~/~·f;-.;~'.'.'.:~f.t.~~: ~\i':',;,p.<;~,;,·>. ·:y,.~,_::.,:.::,',., 
bacterianas;e:'-.isteiitesY~A''.ñivélfmundial;~iñ'düyendo a los países desarrollados, el 

. . ' ~ ': "'~":< _ t ~~·?\'~'- '. ~:/{~~,¡~'."~~·~ff.'.\:~·f;·\"/::~~.;:;:::J,:.::·:i'.;',:.'~;~-'>?".,_~·:(: '.-:.,: :;·:;· .. '. ',.: . 
MTZ es ampliai:nenteiitilizado'.:coñfrá';''diyer~ás•irifecciones, e incluso es posible que 

· ·=' ·· .:::»··._¡ :-.=_·;'.\·:..::-~ -::;:1-~ :~·.-: ··:-~ .. >~:·~'.·:-'·!~,(,,D~~'.":.·~:~':.: .. ):~t'.~:1~\-~ .... ::-:;-·!_/' ·· -<·~:·: -
su empleo ·se .. iricreme11té·'pof:: la ··aparición ,de. infecciones emergentes y re-

emergentes en· el··~~~dó}'si:J:>{dÜ>''~j::'.'~i~{::titiaad no está en duda, salvo en 

excepciones de resi~~encia ·de lo~ '·llliC!ro~r~~~ismos, es evidente que aún no es 

posible realizar una evaluación adecuada del riesgo-beneficio de su uso ya que su 

potencial genotóxico para seres humanos no. está bien definido. Por lo que habría 

·que estudiar el potencial genotÓxico del MTZ y/o sus metabolitos en un número 

significativo de individuos que incluya pacientes que sufran de las diferentes 

parasitosis para las cuales el MTZ está indicado. Una de las consecuencias más 

graves del daño al DNA de células humarias'es el desarrollo de neoplasias malignas. 

De ri1anera que de demostrarse la genotoxiadad del MTZ en seres humanos, habría 

. que continuar estudiando su posible carci~~genicidad, un efecto que ha sido muy 
. ' 

.•difícil de· analizar en seres humanos pera que está ampliamente demostrado en 

animales; Es importante analizar el papel que pudiera tener la susceptibilidad 

individual a los efectos genotóxicos del MTZ en el posible desarrollo de cáncer . 

. J\1:ientras tanto dado que el empleo del MTZ implica un posible riesgo, su uso debe 

s~r Aiás~~i~ri~gidó y vigilado, además la búsqueda de medicamentos de igual o 

mayor eficacia pero menos riesgosos sería una medida recomendable. 
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VIII. NUEVOS PLANTEAMIENTOS. 

Este estudio genera nuevas incógnitas: 

• ¿cuál es el mecanismo por cual el MTZ y sus metabolitos incrementan la 

proliferación de las células? ¿podría ser el recambio del AMPc, propuesto ya 

para el levamizol o la exist~nda d~ receptores imidazólicos en ]as membranas 

·de linfocitos? 

• ¿Qué otros gene~.;ge~1~tti,i~~~~~~~~J:W~R4?~tf~ración pueden ser alterados por el 
MTZ? ¿Podrían sergénes:cc)mo~:fasf;fos;\juri.,ciclinas y/o cdk? 

.··.:: :;:}';·::!~,,,:- r±¿:,·.-.r'.<1:1~:::.t_.-:~:·?·'."~·~· ... .,_, ··L::.~:;~.:::;·.: ·. 

'7~ ,·,• 

• a:capac1 a ¡ e riietabolizar el MTZ? 

~~~:~~ll~lliiitt~\~ltllr~wi;i::::::n?ª las difecencias en el 
¿Qúé 9tr0s·'g~lie~'.~onfi~re11 süsCéptibilidad a los efectos genotóxicos del MTZ? 

·.·;·.::::; ,. ....· t -:·¡: .•. 
•' '·', '.'º:: :·';~\~·~. ~;;:·,·.:·: 

• 

• 

• ¿Quéfacto~es son los responsables de la susceptibilidad individual? 
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Metronidazol: una visión integral 
Andrés Bendesky'-' Daniel Menéndez' 

1 Facullad de Medicina, UNAM. 
'Dcpartamcnlo de Medicina Gcnómica y Toxicología Ambicn1al. lns1i1u10 de lnvcs1igaciones Biomédicas, UNAM. 

El metronidazol es un agente sintético antibacleriano y 
antiparasitario que se encuentra clasificado dentro de la clase 
de nitroimidazoles, y cuyo uso en la prúctica clínica ya tiene 
más de 35 años. Su indicación original fue para el tratamien­
to de infecciones provocadas por Tric/10111onas 1•agi11a/is, pero 
con el paso del tiempo se ha ido ampliando el espectro de su 
acción, utilizándose hoy en día en el tratamiento de una va­
riedad de infecciones provocadas por diferentes tipos de or­
ganismos. El metronidazol inicialmente fue aprobado por la 
asociación de alimentos y drogas de Estados Unidos (FDA) 
para uso humano en 1963, se encuentra disponible en formu­
lación oral, paremeral, vaginal y tópica. 

l. Introducción 

a) Antecedentes 
En el campo del tratamiento de infecciones provocadas por 
protozoarios, bacterias y otros organismos, los compuestos 
heterocíclicos con grupos nitros dentro de su estructura bá­
sica molecular, representan una gama de agentes importan­
tes. En el año de 1944 Dood y Stilmann indicaron la impor­
tancia de la adición de grupos nitro a derivados del furano 
para incrementar el efecto antimicrobiano no. l. En 1955 
Nakamura aisló a partir de Streptomyces ssp. la azomicina 
(2-nitroimidazol) la cual mostró tener actividad microbici­
da contra Tricho111011as vagi11a/is. iniciando la síntesis de 
fármacos derivados de nitroimidazoles. A finales de la dé­
cada de los 50, Cesar y Julou~ sintetizaron el metronidazol 
o ( 1-(¡3-hidroxietil (-2-metil-5-nitroimidazol) [figura I ]. 

b) Espectro de acción 
El metronidazol (MTZ) se desarrolló con el propósito de 
combatir infecciones por Tricho111011as \'agi11alis. Poco des­
pués su uso se amplió para combatir las infecciones pro­
vocadas por otros protozoarios como Entamoeba histoly­
tica y Giardia /amblia. Hoy en día el metronidazol tam-
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Figura 1. Estructura del metronldazol. 

bién es considerado uno de los medicamentos más efica­
ces para combatir las infecciones por. bacterias anaerobias 
tanto gram-negativas como positivas (cuadro 1 ), destacan­
do la infección por He/icobacter py/ori. "·'~ 
El MTZ también es útil en el tratamiento de la enfermedad 
de Crohn, 19 así como para afecciones dérmicas como la ro­
sácea,'° el acné vulgar~' y la dermatitis perioraF entre otras. 
Como dato interesante, el MTZ ha mostrado ser efectivo 
como radiosensibilizador para células hip6xicas, al grado 
de ser empleado para incremenlar la efectividad biológica 
de la radiación ionizante durante la radioterapia de pacien­
tes con cierta clase de tumoresn así como en combinación 
con agentes alquilantes para mejorar la eficacia de latera­
pia antilumoral.24 

c) Mecanismo de acción como antibiótico ·y antiparasitario 
El MTZ es relativamente inactivo hasta que es metaboliza­
do dentro de los organismos susceptibles; es activado cuan­
do se reduce, postulúndose que su mecanismo de acción es 
a través de la eliminación del potencial reductor de micro­
organismos anaerobios y microaerofílicos." Esto se da me­
diante la acción de proteínas transportadoras de electrones 
como la piruvato: fcrrodoxina oxidoreductasa o flavodoxi- " 
na localizadas en el interior del parúsito/bacteria, las cuales 
llevan a cabo la reducción del grupo nitro del MTZ que 
resulta en la formación de N-(2-hidroxietil) del ácido oxá­
mico y de acetamida. El MTZ daña a las células al formar 
aductos con las proteínas y los ácidos nucleicos.'• 

11. Propiedades farmacocinéticas y farmacodinámicas 

En cuanto a sus propiedades farmacocinéticas y furmaco­
dinámicas, el MTZ es uno de los antiparasitarios y antibacte­
rianos mús estudiados. 

a) Absorción 
El MTZ puede ser administrado por vía oral, intravenosa, 
tópica, vaginal y rectal, aunque la mús empleada clínica­
mente es la oral. Las dosis orales del fármaco (250 o 500 
mg por lo general) son rápidamente absorbidas y distribui­
das a la casi totalidad del organismo. Los niveles en suero 
pueden llegar a detectarse después de 1 hora de la ingestión 
de una dosis de 500 mg alcanzando una concentración plas­
mática máxima de 8 a 13 mg/L en el tiempo máximo de 
0.25 a 4.0 horas.27

·" La absorción es excelente, presentando 
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·'>:>:::·cuadro 1. Organismos suscepÍlbles al metronldazol .. 

Organismo· 

Protozoarios 
Trichomonas vagina/is 
Giardla lamblia 
Entamoeba histolytlca 
Anaerobios 
Gram-negativos 
Bacteroides fragifis 
Otros Bacteroides spp. 
Fusobacterium spp. 
Actinobacillus spp. 
Campylobacter fetus 
He/icobacter pyfori 
Gardenereffa vagina/is 

Anaerobios 
Gram-positivos 
Peptostreptococcus 
Cfostridium perfrlnges 
Clostridium diffici/e 

Referencias · 

2-4 
5,6 
7,8 

9 
10 
10 
11 
12 

13-15 
16 

17,18 
17,18 
17-18 

una biodisponibilidad de± 90% por vía oral. La adminis­
tración de 500 mg por víu rectal presenta una biodisponibi­
lidad de 62 al 82% y concentración máxima de 4 a 5.5 mg/ 
L.29 La administración intravenosa, de 7.5 mg/kg del fárma­
co cada 6 horas en individuos adultos sanos, produce un 
pico de concentración en el plasma entre 18 y 26 mg/L.)11 

En cuanto a la administración tópica, principalmente in­
travaginal o dérmica, las concentraciones absorbidas son 
mínimas, aunque puede variar dependiendo del vehículo 
usado. El MTZ vaginal al 0.75% en dosis de 5 g ha produ­
cido valores de máxima concentración en plasma de 0.2 a 
0.3 mg/L después de 8.5 horas de ser administrado." En el 
caso de supositorios vaginales de 500 mg, estos valores 
son de 1.9 mg/L, alcanz:índose una biodisponibilidad de 
alrededor de 25% con respecto a la de una dosis oral pero 
de 56% con respecto a la intravenosa." Por su parte la 
absorción dérmica del MTZ en gel al 0.75% está reporta­
da como muy baja en pacientes con rosácea, se detectaron 
en suero concentraciones de 66 µg/L después de 24 horas 
de ser aplicado 1 g del medicamento.)' 

b) Distribución 
Tanto la administración oral como intravenosa del MTZ son 
ampliamente distribuidas en los tejidos y fluidos del organis­
mo, debido en gran pane a que su unión a proteínas séricas o 
plasmáticas es relativamente baja(< 20%)Y Los volúmenes 
de distribución reportados varían de 0.53 a 0.96 L/kg. '4.)S 

El MTZ también logra penetrar en el líquido cerebroespi­
nal, alcanzando así el sistema nervioso central donde las 
concentraciones son aproximadamente del 43 al 100% de 
las encontradas en el plasma.''' También se han encontrado 
concentraciones bajas en tejido placentario (0-1.4 mg/L) y 
en la leche materna (3.7-15.5 mg/mL)." 
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e) Metabolismo 
En los mamíferos incluyendo al humano, la principal vía 
de biotransformación del MTZ es el metabolismo oxidati­
vo. Las principales modificaciones que se dan en la es­
tructura química del MTZ son sobre sus cadenas alifáti­
cas, involucrando reacciones tanto de las llamadas de fase 
I (oxidaciones e hidroxilaciones) y como las de fase II (con­
jugaciones) que finalmente dan origen a las formas meta­
bólicas hidroxilada, acetilada, así como a metabolitos con­
jugados con glucurónidos respectivamente.'" 
En el humano es el hígado el principal órgano encargado 
en llevar a cabo la mayoría de las n:acciones de biotrans­
formación del MTZ mencionadas. En las reacciones de 
fase I participan los complejos enzimáticos de citocromos 
P450 (CYP450): se ha propuesto la participación de los 
complejos de las subfamilias IA, 2B y 2C.'9 

Cabe señalar que uno de los productos del metabolismo de 
M'IZ. el metabolito hidroxilado, también presenta una acti­
vidad anti microbiana considerable aunque menor a la del fár­
maco original. Se ha reportado que este metabolito presenta 
entre un 30 a 65% de la actividad reportada para el MTZ. 11·'9 

d) Excreció11 
El MTZ en humanos es principalmente excretado por vía 
renal. en forma de sus metabolitos y en menor grado como 
su forma parental.47 Los valores medios de eliminación va­
rían entre 6 y 12 horas en individuos sanos.n."' Usando tra­
zas radiactivas, los estudios de farmacocinética de MTZ en 
humanos muestran que en un periodo de 5 días, aproxima­
damente el 77% del medicamento es eliminado en la orina 
y el 14% es excretado en las heces.4° Alrededor del 5% del 
MTZ es excretado como bióxido de carbono (CO,) como 
resultado del metabolismo reductivo de la flora intestinal." 
El metabolito hidroxilado del MTZ ( 1-(2-hidroxietil)-hi­
droximetil-5-nitroimidazol) es el que se encuentra en ma­
yor cantidad en la orina y junto con la forma 2-metil-5-ni­
troimidazol, el metabolito acetilado ( l-(2-hidroxietil)-2car­
boxil-5-nitroimidazol) y los demás metabolitos representan 
entre el 80 y 90% de todos los metabolitos encontrados en 
la orina, mientras que únicamente entre el 6 y 18% corres­
ponde al MTZ.''·39 Bergan y colaboradores" reportaron que 
en los valores determinados en orina en individuos sanos 
que recibieron 500 mg de MTZ por vía intravenosa, el MTZ 
representó el 18.4%, el metabolito hidroxilado el 62.4% y 
27.2% para el metabolito acetilado. 
El MTZ puede también ser encontrado en otros fluidos 
corporales incluyendo fluidos seminales y vaginales;) bi­
lis;.., saliva•~ e inclusive como ya se había mencionado con 
anterioridad en leche materna donde la vida media es de 9 
horas aproximadamente." 

e) Farmacodinamia 
El MTZ es capaz de destruir rápidamente a los anaerobios 
susceptibles.'• Como los aminoglucósidos y fluoroquino­
lonas, el MTZ exhibe una efectividad dependiente de la 

110 



·.··.,;~~~;i:'~.:.~: > '/ '' 
concentración y tiene un éfecto p~§an'fi'bfóli~~·que s~ exc 
tiende más de 3 horas. Se ha sugerido la ádiúini~tr~éión de 
dosis más altas a mayores intervalosén)Ígarde dó'sis pe-
queñas más frecuentemente. · · ,. ' 

111. Uso terapéutico 

a) Amibiasis 
E. histol_wica es una causa común de diarrea crónica y agu­
da, particularmente en países en desarrollo. El espectro clí­
nico de la enfermedad puede ir de portador asintomático a 
enfem1edad invasiva con formación de abscesos hepáticos 
secundarios a su actividad lítica de tejidos. El MTZ oral en 
750 mg tres veces diarias por 5 a 10 días es el tratamiento 
de elección tanto para la infección gastrointestinal aguda. 
como para el absceso hepático."',.º En más del 50% de los 
pacientes. la liebre se resuelve en 3 días de iniciado el trata­
miento."' Desafortunadamente, una respuesta rápida al tra­
tamiento con MTZ no puede predecir un control a largo 
plazo de las infecciones por E. histolytica. Un estado de 
colonización asintomática persiste en aproximadamente 60'7" 
de los pacientes tratados con MTZ y requiere el tratamiento 
subsecuente con diloxanida o paromomicina.'0 

b) Tric/10111011iasis 
El panísito protozoario T. vagina/is es un causante princi­
pal de infecciones del tracto urinario, causando vaginitis 
en las mujeres y uretritis y/o prostatitis en los hombres. El 
MTZ en forma oral a una dosis de 200 a 250 mg tres veces 
al día por siete días fue el régimen de tratamiento tradicio­
nal por muchos años después de su lanzamiento inicial, 
teniendo un éxito superior al 90%.'-'º 
Al principio de los años 70, una única dosis oral de 2 g de 
MTZ fue considerada tan eficaz corno el régimen de 7 días, 
y así este nuevo esquema se volvió más común gracias a la 
mayor conveniencia y apego al tratamiento. El éxito ha 
ido del 82 al 100%, pero aún pueden ocurrir fallas. Se ha 
reportado resistencia de T. vagina/is al MTZ,6 pero en este 
caso, parece no ser una característica de todo o nada. 

e) Helicobacter py/ori 
H. pylori es un bacilo grarn-negativo pequeño, en forma de 
S que se encuentra ocasionalmente en la capa mucosa del 
estómago humano y que juega un papel importante en la 
patogénesis de la enfermedad úlcero·péptica 1 ~- 1 ~-'• (EUP). 
La evaluación del papel del MTZ en la terapia para la EUP 
ha sido complicada debido a las numerosas combinaciones 
de antibióticos, antagonistas del receptor de histamina H, e 
i nhibidores de la bomba de protones usados para combaÍir 
infecciones por /1. pylori. En estos casos se necesita terapia 
de combinación debido a problemas de resistencia. 

d) Vagi11osis bacteriana 
La vaginosis bacteriana es una infección polirnicrobiana. 
Algunos de los microorganismos involucrados son Garde­
nerella vagina/is, varios anaerobios (Prevotella, Peptostrep-

tococrns, A1obilinc11s spp. y Bacteroides spp.) y micoplas­
mas.12·1º· '""'ºLos tratamientos preferidos han sido MTZ ad­
ministrado ya sea a una dosis de 500 mg oralmente dos ve­
ces al día por 7 días, 2 g orales en dosis única, o como gel al 
0.75% administrado intravaginalmente dos veces al día por 
5 días, con un porcentaje de cura que va del 80 al 100%.'6 

e) Enfermedad de Crolm 
Aunque no se han implicado bacterias específicas en la 
recaída de la enfermedad de Crohn después de resección 
intestinal, el MTZ se ha usado desde hace más de 20 años 
para prevenir o retardar el desarrollo de recurrencias. El 
MTZ tiene un papel de adyuvante en el tratamiento de la 
enfermedad de Crohn. Sin embargo, podría no afectar el 
curso a largo plazo de la enfermedad. MTZ a una dosis de 
250 mg 4 veces al día con ciprofloxacina 500 mg dos ve­
ces diarias ha sido útil para pacientes con Ja fase activa 
aguda de la enfermedad de Crohn. 

f) Giardiasis 
G. lamblia es un protozoario intestinal que causa una infec­
ción intestinal sintomática. Dependiendo de la respuesta 
inmune del huésped y la cepa de G. /amb/ia, el paciente 
puede ser asintomático, o tener un síndrome de diarrea cró­
nica, malabsorción y pérdida de peso. Dosis grandes de 
MTZ. ó 0.25 g 3 veces al día por 7 días, han sido reportadas 
como efectivas para adultos, y dosis de 5 a 7.5 mg/kg 3 
veces diarias por 7 días, para niños.'·~·'º 

g) Otros usos 
El MTZ también es utilizado en el tratamiento de infec­
ciones bacterianas anaeróbicas intra-abdominales, en abs­
cesos cerebrales anaeróbicos (con un gran éxito), infec­
ciones anaeróbicas del SNC; como profiláctico en cirugía 
de colon, cabeza y cuello; en infecciones dermatológicas 
como acné rosácea, acné vulgaris, dermatitis perioral y 
úlceras de decúbito; y colitis por C/ostridium difficile. •• 

IV. Interacciones farmacológicas 

El MTZ es un inhibidor del CYP2C9 por lo que puede 
bloquear el metabolismo de los sustratos de esta isoenzima 
como son la tolbutamida, la S-warfarina, la fenitoína, el ibu­
profen y el flurbiprofen." 

Se habla mucho de un efecto antabuse al ingerirse conjun­
tamente con alcohol, sin embargo, en una revisión reciente 
de la literatura de 1964 a 1999 realizada por Williams,'" no 
encontró el reporte de tal interacción en las publicaciones de 
estos años salvo en contadas excepciones. 

V) Reacciones adversas 

Los efectos adversos del MTZ raramente son lo suficiente­
mente severos como para que causen la suspensión del trata­
miento; los más comunes son cefalea, náusea, sequedad de la 
boca, y sabor metálico; ocasionalmente se presenta vómito, dia­
rrea y dolor abdominal. Se han observado algunos efectos neu-
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rotóxicos del MTZ: pueden aparecer mareo, vértigo y m~y rara­
mente, encefalopatía, convulsiones, incoordinación y ataXia. La 
reversibilidad de estas neuropatías puede ser lenta o incompleta. 
El MTZ está contraindicado en pacientes con enfermedad activa 
del SNC. La dosis debe ser disminuida en pacientes con enfer­
medad obstructiva del hígado o disfunción hepática, cirrosis al­
cohólica, o disfunción renal severa. También se ha reportado 
pancreatitis aguda concomitante al tratamiento con MTZ.4" 

a) Terarogenicidad y embrioroxicidad 
Dada la facilidad que tiene el MTZ de atravesar la barrera 
placentaria, este medicamento presenta un potencial terato­
génico y embriotóxico en ratones, ratas, conejos.~º-" En hu­
manos se ha mostrado que a dosis 1erapéuticas de MTZ, este 
fármaco no presenta aparentemente ningún peligro teratogé­
nico serio:"-" De cualquier modo no se recomienda el tratu­
miento con MTZ durante el primer trimestre del embarazo. 

b) Carci11oge11icidad 
El MTZ es un mutágeno en sistemas bacterianos, produ­
ciendo sustitución de pares de bases;'·~''·'' sin embargo, su 
mutagenicidad y actividad clastogénica en mamíferos es 
controvertida.'""·'' 
Datos recientes, sin embargo, han mostrado que el MTZ y 
su metabolito hidroxilado tienen la capacidad de inducir 
daño al ADN en linfocitos humanos -manifestados como 
rompimientos de cadena sencilla y aberraciones cromosó­
micas-,''"'' aunque varía la respuesta según los individuos. 
Existen suficientes evidencias para aceptar la actividad car­
cinogénicu del MTZ en animales experimentales, produ­
ciendo !infamas, cáncer pulmonar y fibroadenomas ma­
marios y adenocarcinomas.'" Al respec10, ya ha sido pro­
hibido para uso veterinario en Alemania. 611 

Desde 1960 hasta la fecha se han llevado a cabo diferentes 
estudios en poblaciones humanas terapéuticamente expues­
tas al fármaco. Pese a que la mayoría de los datos son nega­
tivos. en un estudio de ellos el carcinoma broncogénico au­
mentó significativamente en el grupo que tomó metronida­
zol.'" La Agencia Internacional para la Investigación sobre 
el Cáncer (IARC por sus siglas en inglés) clasifica al MTZ 
dentro del grupo 28, es decir que es un agente con eviden­
cia insuficiente para ser considerado carcinógeno humano, 
pero con suficiente evidencia de carcinogenicidad animaJ.3• 

VII. Conclusión 

El MTZ es un fármaco muy efectivo como antibiótico y 
antiparasitario aunque, como era de esperarse, la resistencia 
microbiana al fármaco -sobre todo en H. py/ori-, es cada vez 
mayor. A pesar de su efectividad, el Jv!TZ tiene un potencial 
carcinogénico claro en animales experimentales, pero hasta 
la fecha los estudios epidemiológicos no han sido concluyen­
tes en humanos. Por lo tanto, son necesarios más estudios 
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que aclaren su capacidad cancerígena para humanos y la sus­
ceptibilidad individual al fármaco. 
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Abstract 

Metronidazole, an antiparasitic and antibacterial compound, is one of the world's 

most used drugs and one of the 100 most prescribed drugs in the United States. 

Metronidazole ánd Oneofit~ products ofill~tabolism (an hydroxylated compound) 
,_ · .. ,_ . . ·•. ,. - .. -..,· - -,._., , . .,;. , .. '" . 

are proven mutage~s iff bacie;Ík1'<5)'~te~s -the latter being 10 times more 
. }.,>'._:·-\' 

¡·, .,, 

mutagenicthan thé former~:and:B~ve been shown to be genotoxic to human cells. 

Metronidazole is also an a~iriikflc,arcil1ogen and there is sorne epidemiological 

evidence that suggests th~t thi~(drug 'might be carcinogenic for humans too. 

Nevertheless, somestudies :h~v~ Y:i~Ided ~g~atiye results in both genotoxic activity 

and canee• inductio~ i~~1ís~~~ii~í~~~~~on fo, these results is discussed 
here. Reviewed iri this'artid_e)oó';'{)"are:'.tne\kriown facts about the genotoxicity and 

~. :: __ ·:~/:"~ -~~~;·:¡t)}{5\~~~,;;~~7{~)1:f:~~f;~~;.~~ ;~:~~~:;~?f fff '/: tr::~ :~::.·.:: .. ¡ ·~ ~- ··: .. . -

carcinogenicity.~of,:~:étrcmidázole,.:;asc•well as the mechanisms that underlie its 

genotoxi~i~\d:~~:~~·~i\~~ {~¡i~.~ -: :•-'· ·.-- --·-•· 
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Introduction 

Metronidazole (MTZ) is an antibacterial and antiprotozoal drug that has· been in 

use for over 35 ye,ars. Nowadays it is one of the most used drugs worldwide,.it is 

among the top 100.~os~Rrescribed drugs in the United States (data by IMS Health 

[1]) and one ofth'e_·:io in~st used drugs during pregnancy (2]. lt appears in the 

Essential Drug·Ü~t-OftlleWorld Health Organization [3] . . . ( . .-, . . . ' ~:- . .:. , . -

Metr_onidazoie wasi~troduced as a trichomonicide in Europe in 1959 by Cosar and 
- , .. .,. ·-

~' ~ 

Julou [4]; Sincethen, its clinical applicatioI1s .have been growing and it is now the 

principal' tr~~~ITI~n{ for. Helicobacterpyl6r(infections, amebiasis, giardiasis, 
·:, .. , ·:··-

trichomoni~si~imd·"Crohn's, dis~a~{:-Ii;·l~~~·:also 'been extensively used to treat 

baclerial vagi~osis and/ s~~I~11~~~~;í®~,ti~Ji~ bacteria! infections and as a 
prophylactic antibiotic iI1 .~uifüca.1':1fntef\7~~tio:ns. ,For a review about its clinical 

: : · . ··::· ~:·." :~~, /:(.--::.:. :·:'i~r;:~~~~:~;t·~::~-~~gHn1~~t~~~?0t~;.r¿Q-:'.1~-,I:_f:'.~-~-}~:lkr:·>_ .: --
applications and ·charaetéristics)ee~Freeiiiari;tigg6 [5]. 

··· ... <~t~1}~;·ti;.'y'.:J;·~·yj'¡~RÍ~:ft· . ?;!Yfü}[/· ;: .. 

. According ~~~~§1:ft~fna mnj;f,r,4~i~~,i~Í?~h on Canee. (IARC) [6], the 
evidence is sufficient;to cons1 er:JMTZ 1aS":á.ii'aniriíal carcinogen, but insufficiently so 

,_.\}X~ ~!!P~0~·,1~Z~{:~-1::;¡;{;~N~f .:;~-'.{~~!}:~~:: ;:~~·'.i/<;~:':·~fz·~~~:-~:.:./ .. ,;:;: .: ~;:· .. :.-.; -~· · · 
for humans;,Tliis reVieW.;deals'with;MTZ's genetic toxicity, as well as with the facts 

about its car~¡~:;~~~~~~~~~~:~iaZ'', .·.,· ·•.· ... 
' : "" ., . 
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l\'1ech.anisn1 of action as an antibiotic 

Metronidazole is active only against anaerobic organisms. It is activated when 

reduced through electron donation from ferredoXin or flavodoxin that were 
. . 

themselves redl1ced·by the .. pyruvate:forredox:in·oxidoreductase (POR) [7], possibly . ,' .. ;~~· <:' , .. "~·' ·.· :;~> . :.;:.·.¡ .. ' 
formirigan\hydrd,..~~Íii.mi~/[SJ;tliis<process · occurs only under strongly reducing 
-. :· -:~\ ~; · .-.. ~-:_~(,~S;:?~\~·:1k-~:~ó~g{é~~,~4~f~Ji~:1i:l;:~~~~~~-f ,~~i;~r~:;:~+~.> ·>: .~_ , 

·.· con.diti6ris'[9J;'.;;Met'fonidazole;is also activated in hypoxic cells of animals and 
·:_~.-~:· .. -· -~·~··::.;\)::¡{~~~:}~;1;~;~f~~~~~:x~~i~~~ü~~~~{!'.~):p~;i>::_?_-::· __ ::.::::··' · : -.- _---.,,: .. --':_ ~---; .-::_· _:- : 

hen~~ifh~~'b'~éh'~:~p~i'f~á'.~~ ~~adiosensitizer of human;tu~1o~s. [10, 11]. Activated 
· -_: -~:,·_::::>._-_~/~::;::~,:f:~'.1~;;;;t~;r~~~\ft~'.;:~~;~~~:0_}iF~::;~t5~~'.~f.:< , .. -. --~ · . --_/:_:-:.-.-:·:.~r?///;t~>: '.lf~:~;;- .. ·-; :. · 

·· MTZis thoúg~no il1téract directly \\~th DNA andthe;res~ltant complex can no 

. lon~~~:¡J~~i¡g~:.'.J~'.11h~ffe~tive primer far D~Aa~~,~~'~fa~er~ses. This is the 
'· ':"! ':·.'·_.,:·-· ----.~·:; ·-.·,~'1··:~5~·;-- -;-..•... ·.~:/ 

rriOsfMd~Ii IÍeld ;~xplanation of its toxic actio~ bn ceÚ~(1.2J; but it has not yet been 

prop~rl~ p~~~ed. 

Human metabolism 

Vvhat follows is a short account. of the pharmacokinetics of MTZ, focusing 

primarily on the oral and . v~ginal routes of administration. Metronidazole is 

readily absorbedin t~~}nt~sÚI"lal mucosa. Its oral bioavailability is higher than 90 

....•. % ana th,e/rri.:i1,~míi:~í.i~fci'~in~~ic concentrations ccmax) after an oral aose of 500 mg 
', : .. ' e':::··> :e::;~:::~':~\~-~:: ;.\~~;~.f~J~~~~~;~~t1~~:~~~~f~~~~;:~;:}:~~ ·• 

range frofü{4S'.·'to};75: Dmol/L approximately [13]. There are sorne reports of 
__ _ --.;-._~~:-·_: -~-'. .. Y..1:'.>:::?}~-::::·:·'.:j}fr:'.~1i~~~r:wt~f~~~~~;-~~~{~<~ ~-~--~. _ 
cOhcentráH~ri~:;:asYhigh a'.s 240 Dmol/L [14], but Mth higher and multiple doses. 

va:~inf<~~~i.~~~fi~~Í~b ?f a 500 mg formulation has ~elded values of Cmax from 7 

to 12·on}6i/1r15;-1:7J.· 

4 
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' _ .. \ .. ·, . . : . --., ·,··· .. ·:. .. 

Metronid~zolejiltw~~ly~istribute~Ún • the human body, with steady-state volumes 

~f distril)~tÍÓn'.:Ü'Ó.ss~o.76 L/kg [18, 19]. It crosses the blood-brain barrier [20] 

an~ it;:~iis .~e~n found in placenta! tissue [21] and maternal milk [22, 23]. 
·-·.-e·_·-;-,.· '·" . 

· Metronidazole's half-life is about 8 hours and it is excreted primarily through the 

···kidney . 

. The oxidation of the aliphatic side chains of MTZ in humans is the principal 
- ; . . :. -. ' . 

rnetabolic páthwayi s6t11'·the parent caini>bu~da:~aits axidation proaucts can a1sa 
: _ .· .. . .. '.'. <_:~.:/:·_} ~;;~;:f~;~:-~~;::tl~~h;:!~~i\i~;tf~_\\~;fr-~'.ir/~{;·~~~f~:~:;~{~:;\)\;~t~1;~~1 .. :;i;:~;:~~Jid:~:,.:A~~¿~;;~ ·:}::::~~ '.;~:f :.i;/;·: ;;_;~.~-~ .. ~~ _.--~;_ 
. be conjugated~'.Witff''glúcüfonié}aCid:\Méfroriidazóle;'is)nefabolized by the human 

. . .· .·· . . \. ·.· •. +:: .';'), >~s; ,:\L; ~ :r~ ,; :!Ji.Lf'.!.i ;.:'~:S(;(~;,1:;:it~J;~~f~:}is?_W1TJf i~~~;%~~1s~B{~;·,2·.' .••. ·, ·.· . 
· hver throughthe'cytochrome!,:P450S · }¿fam1ly:'of1enzymes. There are very few 

· .: _:· ·>:~:. ;>~>:--:·~·-'.?'.t :'.·:/f·~·::: ·-.:-~.:· ·.'.'.\-~;--:_:~~);-?~~'. · :: ='.:'.i>~·~.-~~~~~:.t~-~~~.\~f::;1~ ~~t~f}?~~Y-~:~i~~~11>t~~~:Wi>d:· _.··.. . · 
. reports about the h_epatic biótransformati9 · r-· :M'TZ; the last articles having been 
\ ... ·-·: ....... '.>· :~: __ -~> -~'· >·: ·- ·· " · " ,._ _ .. _._<_-. ~-, ·.--~T .:,~r;:;};;!~~~~'.: ~~~~;~~ _ !Y{~~)Yf:..,·-~ ~-·' 
published 10 years ago by Lofü[2'' ]?'kln}, hese studies he observed that the 

.·· :<-.. -'< · .. _ . ·· ... · .. ->/_::·-j(-_~:·~·:.~;t?~~:)f¡~ ~·'.:~:¡~;!~{:1t~~-{L~th:;'.'\J::: 
piotransformation of. MTZ''.:)rield '" . :i{p'i:incipaL Ínetabolites: an hydrm .. ylated 

. . :.' . .:. ~.~::f1\:;:'.:::-~~\::*j1j~f~'..' ~1f~f:¿/~~~~(~;/::·;.r·~ ,::·.·., .... :< 
metabolite (HM)which. represeñts;'.4?,%'ófihe urinary excretion of a <lose of MTZ 

and an ª'"•tijat¡.~ •• mil§~~\¡¡.~~h wbicli aCCounts fm 15%. The.e was an 

interindividual Nariátioll,ofi4 %, in'the amount of metabolites formed. It was also 
·_ _ /:.~ ;·-· .. _);.':;: :),\··-( ,~:;;:D~;;'.~·~[~:~;~Z{i~l~~~t~If:f}H~:~~~:'.(:'i;_·~~?;.;.--: .. ;·:-;.<:-: .. -:~·. 

, founcttp.at th~:irigé~tiOnTof(ethánoLcofrelated with a higher hydroxylation of MTZ, 
-.. _ . .,,~ .. :.- ··,~'~:{·,~~ .. ;~~~:{l11i~>~:~;;~t~~2*~*;ft:~[$~~1;¡f;;~'.{+\Yi\:'>:~;.~·;\ ·< ·. 
· a.faét.thaFiriightfüJ'.folve';the;'CYP:2E1 as a possible metabolizer, since this CYP is 
· -:\._:·- .. ·,,:.:;: ;_·}:~(~;.::_i~~é~~~~~~~:~~~t~~í.~$1:~r~;(.j~~~'.~-Z~~~~é{f}'&:(·::(·::i.::· .. :. _, -

indriced byiétljanql~i;Be~ides;~after the administration of phenobarbital (an inducer 
-_. '.,.-. ·--,<:·:'._··,: __ ~ - :::'.:;·~/:~-~t~;\{-~~-~2~~§~Vt~\~:~~~~g0i!~}~1±i~~~; :;t<~/ ~: :- ... _ 
. .of CYI>,'~ Oftll.é'fal_riiliés'.2Bf2Gand 3A) to healthy subjects, it was observed that the 

,-.-; ... -,::.~·-~·.:-'.:~·?tH:~~Y~·,\:~::}'.JS;~~:~};f~L:;Jf-~~:t~~~1?~~'.:~i.~ :;:,.,. ·-. ~>;,:"-. '.: 
metabolism:;of;MTZ;was also elevated. Alternatively, Loft suggested as well that 

,. .._ - ·. -~, ·• ::~:\('·· , .. : :-.->'.t;?~:;-:.,:.-::::.'.r .:· · ·.-.,: 

MTZ is, an Mvi~ó sub~trate of CYP1A1, and that due to the biphasic kinetics of its 
.-. · ·. - ·-.--.- ::·,_-·- :-,- -~ ·.~.·n;.:c:--~·,--;- "/~ ·,- ·· 

. biotransf~ici~l:irin MTZ is hydroxylated by at least two different CYP's, and 
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propases CYP1A1 and CYP2El as possible candidate enzyrnes. In spite of this the 

identity of the participant CYP's has not been determined to date. 

Genotoxicity 

Genotoxic activity of MTZ has been intensively studied in different in vivo and. in 

vitro assays. Particularly short-term tests óf genetic effects reveal an apparent 

6 



RegardÍrig to 'thJ.iií'aÜ~doiiÓfDNA strrificJ'br'.~~ks; Reitz et al [35] studied 10 female 

.:::;;~!}f iif A~~W~~}i!i~h~::::: :::::n::,:.::::e:: 
(ssb)'.usirig:the~FlUÓré:Scence\Analysisiof~DNA .Unwinding method (FADU). They 

. ___ , ·;·:_·<· __ :/\~::~ ':.~fr¡f ~~f!~tJ~~Ni~t~~'.~Jt1~ú::1~f~j~tJti". .-. t:::&~?it~~;;r~~:~~~,,-~"(;,: __ . __ . . . 
foundthat'.,MTZm'ldui:es',DNAss '· nd;a'statlstically s1gmficant d1fference of mean 

·. ~~1",r~'.i~t~!i;i~;:tW;~f ~~f j1~!~~~t'J~~~f ~~~ui the val u e• 7 day• aftec thecapy 
were; similarTtortliBse.?.befüre·treatinent: :lri '.á'similar approach, Menéndez and co­

:~· '.'_:-.. : ~;-:·~::'.>~-!~;~:~~:~;~~y;¡ ;:;;~:~f~;~.\:'.~~'.~·~f ;t~:c;~-~;>:t~~~>~-::'.:~~::~. ~,~~ ~---~~'::-:.:;: ~ :.::·: .·. ---~; _ --... -L .. · !·;.-:::~,;:~«:::· ;',':)<-'.,· · :->: 
workersJ36l:,\i~}rig:tJ:ie alkaline,versiém O[thé single cell gel electrophoresis (SCG, 

·. :···.,"rt>9~/~i(Y~~f~fi~;ffZi:~~:/8t}f~··:; .. '.;,:.:··::-:.:::::,·.,., ... : ;~ .. ·.~ ·.,:·.:.:~.~~· . .\;>~ ·.'· ... <·· .. ··::-:·.;" -.. , 
'comét')'.:assayDNal\lated the amourif:'óf ssb ánd 'alkali labile'-sites of the DNA in 

_ : ... :. -,- .. :< ... ~,.~\:·\.:··t1~~~~·~·~t~~a?{J~(:i\.~~;~-~. f:-":t _'.? :>, . ..: . · ._:: ., .. · .;\ ?:-... :.:~:.'.~ ~·: ~:::.~,·~~::"/ :.{:'.:r:·_ ,:'·.·< · · - '. · _ 
10 healthy,)übjéct'sjt:reated With 3 x 5oó:mg MTZ/ day for 10 days. The results 

•ho~~~,~~\~f~~i,t in\'.~j iflJ~i:(?}~i~~¡~;\j~ 00'~f '.° individuol• one day 
affer .thé/ érid. 6ftreatmerit, a daínagéhhat' tended ;to. recovéry in a blood sample 

: . . ... ·- _:~ ~- ~ .~~,_<: -,/ < ~ ~---.~ ;»', ~· .. : __ .·-~: ···;-. :' .. :"._: < .·. <::.,/-}~~1-f .\\:,~:;~:~~~:~l~~~::~:~f~:t:.~~~~~~~,~~Yf :.~:s-~.~\i{~;;~ ):~·;·_·. : . '--·~ - _ 
·taken 14.days Iater; Anotheúeleváritfiiidiiig~wasthat the plasmatic concentrations 

'.. ( .. · ". ~::·~·:::_ ... :-/-:·~. :>:~: '. .::~(~:...-·;;.~~~<.· 1(::{-~\:~~t~~lr.:~~~~~~,~~:. · :~~~x~¡~~~;:~:2??tr~.~~;·?;'.;_.~.. -
ofMTZ inversely correlát~d'.;With.k e. ~ril'o'iihtcif DNA damage. Thus, the subjects 
, · ~-· , .~ ,·~ . , .. ~., ·.;'..-'._;_~.: -.. -~}(:~-~,-~~~~~:~~~~'.'.-:;;):$j~~.f~~:~~?JJJi·~~~ft{¡~~J}~\~·~f:~~l~~L.- '.~~:;.::-.~ ·~ .·.: ·._. . 
With the highest co11ce:ti:t~.~~i.O,J;!§Is>f;,fü~ dpig had the least amount of damage. The 

: ... ·· . ~ -- ~ · .:· : .-. ~_.~·. '.~.~ ·: :V~{·2_,f:~~:.~;:f ~$~~t~r~:}~~j'~;~J.~;:::'(<.·> · · 
authors suggested,that:,t}íe?{[)NA\breaks could be generated by the oxidative 

metabolites ofMTZT~~~~f}f~~Á:·;CW~e parent compound itself. 
' . '' .• 'i ;~~·:-~:-·. • 

";:-/<:'¡ .'}'~ '.·"· 
., -·. ·,.·:,:~- ' ... 

Fahrig and Engelke [37J icihived at different results when using the carnet assay 
_. ... ).:·:;_·::;,·\'.·'·::: .·· 

under alkalinecolidi~i6'~'.s'.iThey used lymphocytes of MTZ-treated patients with 
•• - -. ' .. __ \.'.. '¡~_'.· 

different infecÍi()n's.(g'}¿:5'bo tci 3 x 750 mg / day far 5 days), and examined 400 
... < ·. '• . . ~~>.,·::,.· ·' 

nuclei per patient imdieaiátely befare the first application and 30 min to 2 h after 

the last one, finding no differences in DNA damage befare and after treatment. 
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'. '. : . ;" : . "~· ::: ·,"--- .: 

·Althoügh ~eftairi ·.~tiÍ.~ie~·i#:~ ~Ür~§~?-c:Hs\~~~e. :Yielded sorne positive results 

··.co.ncernillg,th.eiÍI1a~6tiOn·of;scE"[g·sJ?f~~órts•·an·•.lmman cells have been negative 

[39).~~l4i~4¡¡~~~~i~i~~~)~~~~~¿füc6'i in human lymphocytes has 

· alscj J:¡eeiUccfü.~fa(lic~9,fy!2~l.izorido:;et':alff49Ji;'studying 10 healthy men aged 18-25 
,, -:. ·_; :_. ~ ... :. ~·:<~·'.· '.-~::~d\:~~~~f?~~1~~Jr;t~i~~}f {~.~rf~iI~~:?i~~~~ ~~~~~~~:~:'.!E~:~·;!~~~- ~:::P: :' -~>-~-·~- ' f 

' recéI\11I}g'¡tlJ.~t:ap~etitIC2:~d,o,s€!~\O ,; ... z.;;;;3\j(;500 mg p.o. f day for 10 days, found 
._ :' ->~ >F~~\~~\~t:~f ~~~~'.f.f~~~t~~~t~;~t..t:}1~~}~~~~{;f~~~~~f'{~~~~:~i1~:); i~'.~'.:~\\·-f ~:: .. ;.-y-~~· . ; , : 

· .. significant:iriéreases,:iri:the~frequericy'ófchroínatid and isochromatid breaks after 
_·_: ~-- . r ;,~. -:. ~ '~~~;:-:f 1!;: ;t~I~~~:~i~:~~~g}%;~~·2~Nt~}~~}~~·, ~H~~¡~ ~~:~:1 ~i~~: '.~ r~~-:~;:i~\· -~: ;' ;;·'_'._:.,_:; ·._~-;~:.,~: ; ·= ~~:,./; < _· -_·_:,. '_; , .. 
. tlie' treatment}.i:ffi~ffie'fperceri.fage; of tells \vith aberrations and in the frequency of 

. . CAp f~~l·~~tl!~W~f i~~t!i~~.J~~"~t~f !r".~ of a linea. conelation between 
CA and the replicatic:mindex .of the:cells'(a':rneásure of the rate of cell proliferation). 

:~:::~:::~i~J~~h·~r1J~¡)~~f ~~~ct::, ~::::.::::::-.:::º: 
proliferatingin •• order,forepairthegenotO~icinsult .. ·Their unexpected finding could 

. be dueto ~-~h~;~~;;cell;cic1~h~~l1b~~:~~ii~i) and thus less time to remove DNA 
'·:··:, .:· .. ->~: .. :'';..• ' ,-:-... \\. (;::·~-::·,:.:,:: >._;-_ 'f.y 

dainage as fhe;;aufüo~s > themselv~s . sl.igg·~~ted,: or alternatively to an increased 
: __ 1 ··_<: - ._ .-_· <, · :-::;~/ ·>\'_:;_-;.~:_~\~;:~-~;::[~:{;:_;,~.:L:f,~.-.:~\:_;-;;:'!Y;J ~~-?'.~f>~: :.~:·{·~:~_=;,:?.-~~~·::->{~~~~~~::.~t"~.---~ · ;;_-·· 
probabilit:J. ()(appflilráríce'ofCAin .á cell 'thatjs Oividing more rapidly. 

' g~a~:~~0f i~~~ttt1~f f ~lf~~~t,:ltes~ to meMme the genoto~cicy of 

MTZ~ In\th.e; CHO/éell')ine{they:üsed the anaphase-telophase test looking for 
.. ,, . -.'· > ... ~:-: .,;, ··~-·-~·_'.:~~;:,·:~'."· .. ".:>~.'J;>-~ /~;>L~:;·:~,=.:::¡~- -

abnorinal ~D.~p!iasesfOn :hj1rií.an'Jymphocytes they carried out the CA tests and the 

cytokinesis blocked micronucleus assay. On CFW mice they tested the induction of 
' ---

rríicronÚclei in bone marrow. In all of those tests at all applied doses a significant 

genotoxic effect was found. 
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compound. itself fór correlaÍionsWith DNA damage. Besides, treatment compliance 
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wa~ riot evahiated and the datafor sanie of the patients (including the basal values 

far one of them) is missing. 

Carcinogenicity 

Animal 

The potential ofMTZ to induce cancer has been a matter ofdebat~,since Rustia and 

Shllbik [44] reportea. the·iridu¿tÍo11 ()(t&,hiorséiÍL~iiÚ;:b~ thishóñi.~~u~d. Using 

Swiss mi ce they ;bse;\eiS~:~~iiW~i~~;~,ii~\}~~~~f '.t~aies developing it 
even more than femaies):and}ofmalignantiIY!{l'phómas'irÍ feniales only. This study 

·.· , - . . ·;]_;-~·;_:·~'. ~~¿;,}}:~~.!~'.i;];~~~t~.~~g1~[~;~111~t;1Wt~~~:~~fr~~;~~~1;~;~'.iJ:;~~~~;'.-\~\~;}.: ./. -
was contested afew,y~a,r:~')á!er;p)i:)!l~é'r[45J:,l:füc::ffi:_llsé,food intake was not controlled 

-~,~---~ :··::.· :;.~:~)-~i~fü~:r~~i~f j~~ii:*;;;t¿t~· ~S~;tT~i~\~N~J:~:·~ :=~:'.;t:-'.~ :-~ 
and since MTZ cari:affeéfthé;g· · ' .. · ·· 1e riütritfonarstatus might change altering 

the incid~~e~~~~~l!i:tl lt~lf2~nd Shubik, [46] reported the 
induction oLturnórsnfi•' ráts\With1MTZ;\\fri'ithis' case, females developed hepatomas 

- ·.:_ ·: - :,: ·:- -: . :~- ~~-~:.:.~~-:I.:l}J-'.it~;;i;'.:~~t-if~~{~~~'.t~f ~~~;0;~~:~;í:~~'.~1:~;fii~f~ft%~1~JR;~~f~;:·;2~;~~;t;;~~f./t~ -:::. ¡ 
arid. níammá:r)riúiíiors;{alldin.ma!es;;tne:'riúniber of pituitary and testicular tumors 

:': ... -_ , . ·;.:: .::- ·.:: ~~~y;'.:~~~ _~::~~;?·;,V;?-ii;~~{:~~b-'~:t~~J~· ~f:;~¡~·~t~:~'. -/. r;-;:» . 
·· was .. elev~~~9:¡;i:~a~~r,"gp}:,qa.~i;iie ,,1 J~aWJ47J; using BALB/c mice reported the 
·. :·:::· :.·:·. -_-:;·~ :~..:-~~,~-;~-_ ... :~/~;~·:{\:-"~Vi.~~: .. :_'~::~~:{~·~ :·~~tf ;~r\::\:~~:?~·f(.;:;·;~(~:{~~~~1R~;;;~~~1!;J:~~;i::l:: -~, ~ 
· induction .Ofr lurig.\turñors,;iI1'ifüales¡;;'aiÍd of lymphomas in females, further 

.·· esfablis~ing:,~;Z's c~i~i~~bg~~¡4¡~{~ri···a~imals. Then again, Cavaliere et al [48] 

obse~~d anináuction t)fJ~rim~~ry tumors in Sprague-Dawley rats by MTZ. 
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Human· 

Data on MTZ carcinogenicityfor hmnans is ambiguous. In one of the first studies, 
. - - .-... · . 

Beard. a~dhe~!lf6'1~'¡~%1·~nalyz~d•771 _..~.mw"ho,had been treated with MTZ 

(~5~ Yi?.~~·~*~~i~~;~~i,~~J~iA~~~~~·~«~j~~~&1ri .. ;re mean obmvation 
periód W,as)1\yearS;fi.oií'frdát~frifj,firs(2e.~P'9s:úf~.:t§,'cl~te ~(publication [51]. Beard 

' -~. -:~~' ~'.'_:~, -:~«~:~;- ;-.:::~ ~1:~¿{?}f~'¡}~~{!f Jt!~.~~~~~~;[?:~~1~!d:::~_'.·\~~~':'_:f~f'.?~-~~~¡~~~:~~}0(~~~~ .. ~~}':_-;-: >-~::.·,::· . ·_ . ,_. . . . . , 
found 0 tiiat:ca'i{ée ~irrio~'f.J:¡füt ·· é'zfü'es'i'8f::app'earance hadincreased in the treated 

.··::.·: •:'. ',:_}~~-~-:',~·-~ ;:h;~~;1~{:1!~~:/~~~;,~:~~?1_::-~'.~{~~;':,:_··:;.::: :: .. ·:~:. . 
groi:ip; áltlioúgli'/ o;; em,; l'.e;,nó#'.sigriificánt!:'fh'e:only high and significant 

·· . :·.·· . ", ":..:<: < '..)_ -... _~;;;· /:\:-~;_:~&¡¡~,~~~i~q.:{ ::~~f:1%;~§f:~~~~nZti1W~·:~f:.~:r,~~},1~~;fi~~~;~~r~10~!HAf.:;~~,t·~1:~'};:,~:~?\:· : .... :: ·. , · · :_ -· · -
incréase:~~~(il:(Iu'ngcáilcér:ic4tahs'ei-Ved~ys;]·a':·6lexi?ectea; R.R.6.7, 95% cr i.s-17.2) . 
. . :;:·-, · :·: : .:.::.: .. :.· . \'. ~·~··:·.~.;<::~;;:: ;.:J\,:~i~;~ii~t~~i~~t~il~;*iÍ~~it~:\~~~¿~f ~~~~~;t~:~~S1t~~'.~~t¡~fa;;l~~g/{~;tf~)iif/ ::; .. ; .~::: : 

She súgge.ste4:tr#;'.Pi~;Jiigh~Jj;¡füciª~@e)n;1µ,ng·':C~mcer might have been dueto the 
. , , ·· · ·;·: .. ·~.,:: ~:·:::,":.;·.:\~~::~~\-~·::/f:t~·;_ ~~.~~~~~~;1i~;~~~1~ftí~~J~·.t~~:f!~i~:~~!{~~~-:ff'.{~K~.;~~~~~~;3;y.~:~.~~;:~~~<). t- . 
·. ·fact thatall.o(tlie]$ufü~cf~.;~ei:~,~sfiicJl~er$~arid'.füatthree ofthem were over 60 years 

_.: .··. · · -: .-: .· .. ~-· ·-. :;.'.·,:- ~-- ·~~~;,J;~'3ZJ0f~:~J:1~fül~~t~~;¡.~~Y~.t~t:?i~t~:~~~~fJJi~~~;~~i~i~;;· ·~4/F.~ ~:·; ~\':' -
ofage. This. afauajent\,w' ·"' J~r!~S:Fi~ü~iie_d[52] because it was speculated rather 

. --· >:. .:·, ,<: .·(.~::·:.~~-:,~iTr?~~~y~;~~-9t~;~\ ~;:1~¡;;:!t~iK~~:~~11~~J~~~:.:::.·:_ ·-·. : 
·. · •. thañ proved:'.Nirie;:years, ,'fa '"·-fcinoWing the same patients for up to 15 to 25 

<·: ~: .. ::.::: ~ < ,. .. :· <·~'.~,;::\ ·~~:~K:-'.?;i~~\~5~-~~t::{~ti!t~F{i~~;;~~ '.~~&~~-i:t;~~~~r~~~ ;::í .. ~:':~i:{·f:. 
years/Beárd's{:'grÓUp'![5§J?fóuH:d't a:tHhestandardized morbidity ratios (SMR) for 
. -. . _: -.- ... : ·'.:.':.:\,;··::·.;::~~·::;·~:·~~)~f: :~:~~;l~~·;:.;i~Y:(-:_;~~é:t·~f-0f ~~{l~~~Ü}f i{·/~~~: .. :>:: . . 

· bronchogemc car~1nc:jina¡·•,br~a~t;c:ancer; melanoma, cancer of the thyrmd, bladder, 
· ~ .. - :.~.'.:·'. • .• ! '.·: .- · .. :::· : > · : .. :; .:~·r.:.~~'.~z?g;.·;~~:; .. J~E~f~3~~i:~JJ~!:ú{~1.<:!~::~~>.: .· 

·- brain, and kidríey/,füuhiple;iriyeloma, nasophacyngeal and orophacyngeal cancer, 
. · . , .-· ':~{: ~~~~·;e:~~~;Lf'.X~\;;J~:l;;~:~:~·:.{;~{;:.·~·:r~~:{f?;\::·.-· .. ~ 

were. greater thaI1 -1·'.p;• y~tNniy.'ca.ncer of the lung was significantly elevated (12 

observe~ vs: 3:5 ~~~1rJt;~;:i~~;{4; 1.8-5.9). After adjusting for smoking habits, 
··-';-. 

the SMR was í()w~red. to•2·~5 ~fü a 95% CI of 1.3-4-4· They concluded that there 

11 



;;\~:?.:,\.'~ ·-~ > 

.. , . ·:«·~· ::-~'.:-'~ ;~<:: .. ~_ , :~\~;.~F::~~::::·:i:- -.>:·.;:: > ... :-:·: -. -. 
·was an excesi;.'.ó _; ronc 10genic carcinoma among the exposed group and that MTZ 

. "~:º'~i~1ll{!1~}}f Wg~\~,,fr7:~·'· ·. . 
Regardless•dfthefa:ct:t iat e'aütlfors found an association between MTZ exposure 

1a1~~,i~~l~!!~"f~l~\ll~~f:;¡'.j ~~e ·· Iack of info•mation about the 

'administratiom~route fahd i:of·'.:corriplianée with the treatment. This is a very 

. , :~~%1~1~Yti''~~~~i~f (tt~~i~~n (and consequently the systemic 

·~ >aisfribútiéfri) .. .t e':r\•aginalli'suppositorfosiis much lower than the tablets taken 
-: .. :: ~--- ·, ·,'. · --:· .. ~-_.:'.: ;/:·_-~:-:::·---:~~t\::~~~{i~:Z:ff}<t~-~-¡:~r;r~;;-;.~t!/~~--:¡f~~~'.,_'.~-~-}:_~·1:,~~:r~·r ~-~'.~~-·' .. - . 

orally (at ie·asts'~í~ili)6'~;~?'.[i5~'i7Fs4Ü~1~6·;fhe number of exposed individuals could 
, . . .- -:· · .. ·.:_ ::-~-;~:,_ :-:.~~;~1~:~I~_-:'.~l~~;?:~:~-~~1;~~:,(t~~~~\~t~~i0+~f{t~~ri:1{f A~i\~:~;~n; :~:,,-'.:",._c.· · 

be overestimated'.an·d'.tlitúdh~ rélatiye;riskof developing cancer after exposure to 
, . ~--,.: ::· ~ .. :,;.x::v··.-:'r~··, :.;> :>- .. ~-·,:::~· ¡, !~\-:;~ ··;-:-?·:,;;-~:< . ·. -. .< ., 

MTZ could be cáI 6ú·}~f~d"ri~ iJ"\S~'í:Ji:;~¡'.¡ it~dually is. 
·.':~:·· ·~~: ... ·(···~ ~-;~·.t··.·.~;:·<.';_·~ -~ ~<~.'-~ ·,'./_.:f::;·:;.... . --~~7·.·.·~.· .:.:'.·.··:·. 

. ' - - ' ·.,-:. ,,;·,-.·,~·-·-·'' . -.-
·-··.'S' :.:.:.~// .. ,,,,. ,. ,_._, 

. . .. " )~;,._ ' " ·-

In 1980 FrÍ~ariJ~h~~a).J~.[§~{cbri<lu'C!"teda screening of carcinogenicity of many 
,··· ' '• ' ' ,., 

· . . . '.".." ... ; _:·)t-. -'.~ .. ?.:;· .. /,"/e~::~"·'.'.:/·.·:·;"-\~:~<·· .. -.:;·;~-,, ; : \"'."' ,· <,_· 
drugs. They é()llé~ted t~efecords ofall the prescriptions dispensed to the members 

of the··~~~~e~··~~~~~~;&:h~i~·"M~~\~aI~:careProgram between 1969 ana 1973 ana 

cor~elated thern ;_¡t:li'.'~~i·cklh~cil'.6¿se~ di the cohort up to 1976. Only 2460 persons 

used metronidazol{a~J·:~th~0;iJtfa~f.~·~:;pedod was at the most 7.5 years but in 

many cases could ha~e bee~n1tl~~f~iit~~f,'.Tlie only excess risk of cancer was in the 
' _-. ~-. -... ::~.~'.·:·~_::·: "'.)~:-/\~~~~.~:t:_~~t: (':1 ~""~·-.. ·: ~-' 

uterine cervix (23 observed ys.'·8.3 expected, RR 2.8, P<o.002), but this was 

attributed to "an artifactdue to th~ association of vaginitis with cervical cancer". As 

the authors suggested, 'these findings may be incorrect mainly due to the short 

follow-up interval, but also because of the lack of more information on patient 

characteristiCs and of compliance with treatment. 

12 



·" ""·<.:.:,. :'.:_,;:::~: ;..-:, ;·:·-~;.::· .< .. , 
"\\''·,.)':~~::: -~·'·;~'·;•_'.':~,·.--Y'' 

Two yeais·'·j~~~~.\T~}?~¡;l[é~~~\,addressed to the Journal of the American Medica! 

Associatidt1,"D~~f~i~b'1~~~J~t:[~~],reported a. follow-up study of 12,000 users of MTZ 
..... · .. _·_-_'·.'·~<.~-~~:;~·~--~:3;~~~-;.-{~~;;~{;~;t~;i:;~~~:~r;~t;~:~~·~t~_\;.:~-"J:·--~--.:·. _ .. _ -~ --~ --~-:_:~- ·. · . . -_~ ; .. 

in relatiori"·to~tJ:i~ sübseqüent:dévelopment of· certain cancers. Persons exposed to 
· _·,~.- ~--:::.':. -;_~~': t:"::;·-~~-;~?p~:t~i>{~~~~·t1t~J~!~~lJff f;Ef ;~i~~~ :·,~>.~}·~::._~::;.=: :\~ ·-'.\:~; -.. ~. ~:- :-;~ ~/.:-··: 

MTZ were thos'é~who1fillefüa~: 'rescriptióh between 1977 and 1979 and the cases 
._ •. ! :~:.~~ .. }<:-'.í\~-!~;::~~~R-~?Jr~m~~~~0t1:t<{Jf~: ~1~~;~'.-~l~~f '.::(~&:~~',:f -~-:~>-~ -.~: .-- -

were inclii'dédfü1tliey}\\~e ... ósed froinJuly 1977 through December 1979. No 
. .;. --,_\A :::,~.·.:f:'.~~:~~-~-'.f ~(!~~)~t.~1i~:gf:~i!~Jit{;;;;~~-~ \;~<~%:~;:'..:;;:~·;:~-:~ ?:\; ::.·· -. . . 

risk was 0Bs·1f"fv~a\fóí=:~.i1, ·.:: iaill}i:hefongest period of follow-up was at most 
-- ' L-0:·"·' :~·~;;,;~;~:·:;;¡[.;, .. ~~ .. ;~1:·::";·'.;;.,·_" ... · • ' --~:-.::~'- '.. ~·~'.1:t}~ ,, ·~ -.~¡ .. ,~-::?::;.,.·.-.:;_;~~;\?~;~' ·.;¡··:; --;_::·:.:>:·:·::: . 

2.5 years;:w . \r¡ous y.tb'o slioii: tOdemonstrate any carcinogenic effect of the 
- , -, _-i/~;~--·.:¡;!;'.~~-~i'.<~~~~1:~~:(~;~J};·t~~-i~~·;¡yt;~lj~~~l~I:;~~?}~~.:~~~f~~::~-~-:·~~;~-~~~:i.\~!;~if:·~-_j~~;p. ~::·,:. __ 

drug;,th-e,'1,ti].1ie'J~g~Jq~;~.r:fi~9y~:~h_e1TiiéaJ';carcinogens is up to 20 to 30 years [57]! 
--__ · ::'·: :}---- r:~:::~)~~~;_f ~Y:~.!~Y: .~~t .:;~It~~~~:·:r~::':~1?~--~~;t-~?~~:i~~1~~{~-~-:~,;: t~: ;:~ \;<;~:i~. ~~·- .. :.r: :\>; '.~{:'~ ~~ ~ ·/.· ?;·-_,,·:~;<: ~~ 

Besides, beirtS'>t:his'~'as1eH~'r}a'.ria:'not·jaéf6'rm~f:research article not much can be 

conclu'aed::Íi~g:~~i~'.'Ü,~fü~U ··,.>.: ::_:_;,,. L_·:· · ., .< '>:· ·.: . 
. ·:··,.:.' __ :2_::_ ',;": ·,:·::-, 

>~·>: < ·'- -.. ~----'.' . ..,.. ,,,.:· · .. ·;, '::··; '.': . -
-- :·;. 

::.·~·-· ····:·:~ .-, '/ - . : "~· . ' 

Krause et .. al '.d~J: rep6r~:ed >3 patients with Crohn;s .disease that developed a 
. ~ ;. ; . : ; . . . ·,_: 

malignancy (twO,br~~~t'and orie cholangiocarCinoma) at an early age (27-32 years 
"".-f ...... 1 ·- .... . , ~·-· 

of age), althóugh ·~~se:'~eports are hardly useful in determilling an association 
- . ' . . . . .. -: -~·- ... ,. ' . ::· -

between expOs~i~ .. ~¿~;ci~sease. 

>.:;·.·~~,(~~¡~{!~¿~ . . . 
In 1998 the:resúltSffroiri ·a:Jollow-,up. ofthe Group Health Cooperative (GHC) of 

·:. . ~~~ '.~~ --::f !f~~~D~~¿J?F1{~8tf~1~i.t~;~/;.~·~(::·;;;.? ~·; ·,_:· ~~.:,_· , -.. ~_ .. ;--\~ · >~-~-~._;~:,\\-::'-~-<> :~<: -;--:'.-:~. -
PugetSo~J.1:c1~~~.~~!! · ., ... "~,l~H~!i.sfü:!qi[5_Q];;·§2~~ l\1TZ treated/untreated pairs both 

·. -- ":- '.·~,·-~:f::~:.1··~;é~~}\~.~:.~~~?G~:1~~~X~l·: -:l: f~t~\~f ;w:;{;;:;rtJ;~:t)~\1t.:~4~~~~;:~~3A~ .. ::-'::-- :; : 
members\haYi.hg~;(? J~nd;:i>,is' year~Lof cancer-free follow-up were analyzed. 

~ ::·; :_, ·. \:·)/·{'.~i;:~t~:ttd~~~~-; ~:t~~~~;~t%~~i~~~#~,~~j~'{h~/ ~~i;,1:-~,. '.'·:t 
Statistfoalahal:Ysis'' i '.fío(reve'aPariyincrease in the cancer incidence of the treated 

: · :/;;_~~::Ji:;.-~_~:~?:; /~~~&~~1~~~~I~.~~~¡,{;~~~¡¡~~~~,~(~tSf ~~~:~~?w~~~~~Jj\·,_,, ·:· ,·: ._ . -
group;;ho,\,Vever'i.i" t ''fook·atSthe:cancer incidence in the treated/untreated pairs 

':, :_._:_·~·:_-~,~·::~:~;:r;);Sli·: .. ~=:- ~ tx::?.<;: ,;·" .. 
throügh5tigi,e;~,,'X.~,,~~~,i. ~,l!-,!-~, , (;!}'¡,begin too clase together and diverge to the 15 years 

. ·~ :,<~;'.-~ \;>·'.'.~:\:~~1~:~t~::~~i:B:r~:;;~~~0!f~1.s{x;~_::;~~~{~~;:~~;~: · ·, 
of follow-up:'and.i'that::t}le;relative risk (RR) also increases with time (Figure 1), 

withouf·:~-;~@ik~0:J:~.r~~'i;~~ii~~nt value for any period. If this group were to be 

13 



c·;.:-,·,;·'j__·,_é· ... <·' 

A retrospeb'úye'Úudy of c8.ncer in children yoÍ.mger than 5 years [2] in a cohort of 

328 ,846. cl>il~~¿ hdii, ~&S~oniOn;'en~U~d in . Ten~essee Medicaid dudng thefr 
PCO~n~~i~~~~llÍ~ii~z~~i~~~~Ji~~~~l~&;~:~;, ~;1sites .in children who had 
been eXpbsed:~to\MTz;:fü:utefo;,(RR':o';8í;:9f;%;CI(o;41'°i;59)~ There was a 2.5-fold 

_, ·.· .. ·. ~-); / y.::~,y; .::'::· ~i:~~if _;:;.¿~[~~'.}~~~t.:f~~~:-~~~·~A::~~~r%~~;~~1i·fJ~~~~~:~:~~~~h'.:~t.F··:~ .. ··::~7'.~·.:_::::\·: .. : :·" 3:: .. :·::'.'.· ;--~ :::;.: :·~_;_-~: ' .... ,.. ·.·: .. , 
, inérease ii:i the'fük'.of'neuré:iblíistómá (RR 2~60; 95% CI; 0~89-7.59) nevertheless it 

. < <- ~-~- ;·:.~:-.. >.<'.J2-::,;t\~~;~~;:~2t~ki~4~:u~~t~}~1t~~r~~~(:ttt~t~'.t~~~J!(~;~~~;:tt: .. ~-~--~T~:l- · ~- · : .. --·- · _' -. _·: :-· · ..... ~ ·. · 
vyas, '11~~. ~~atis#cálly sigri,i:fE:!,afit'.;:T.he ,two majar limita tío ns of this study are the lack 

.. .-.:· "<.: -~'.> ::::,<i,~-~-~~<;;.'.~ . '.~;·~~!/?&J~~fp¿~_Ht<::~!'>~: :_ .,: 
of.informatiomon, Ofüpliaíi'ce,'fo treatment, and the loss of sorne cases due to 

. ~i¡;.;;~~~~ff1:illl?r¡i,he cases consMered were those reported in a 
Tennessee. hospitál arid.iricluded in the Tennsesse Childhood Cancer Database. The 

. .. -.. _ , . '"'' .. -;.": .. :.:.~,:·\\!'~-' ·' .-

authors themselves sUggested a relationship between MTZ treatment and 

neuroblastoma, which nee~~dfurther study. 

An epidemiological evaluation of MTZ [ 6 ], based on the report by Beard [50] and 

those of Friedrii"~~ knd Danielson, resulted to be insufficient to consider this drug 
. '·' ,'."',¡ 

as a human él:i'.rqi~og~n: It should be remarked that these studies had a very brief 
• - - ·- - -· ~ :--·'- -· -~'--- • ~ '·"· - .. ;Ó... -- •• 

followi~'~p'¡~iod.'.A.~ew evaluation will have to take into account the second work 
' ,, ',.;.·, 
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exposed to MTZ during fetal life. 

Mechanisrn of DNA danrnge by metronidazole 

There are several hypotheses that try to explain MTZ genotoxicity to aerobic cells. 

One of them deals with its nitroreduction, another with the bacterial metabolism in 

the gut and .the last one with thejnvolvement of an oxidative metabolite as 

respon~ib1éfór;t~~i1NA.;:~~~~ge:/' ",·~·: ··· 
J.; ... ,•·>.· \ ...;;~:; «;:;\<::··/:.'.'."::·\ --~.' ·~<· :.'. :,,.-: 

- • - - '-_ !'- ·~>;~-- ;_(" : '\~·-.· ~ ·-;. '.'.;, ' 
: , -~ -.- -·-·.· ·:;·--~ ·;.;_.¡;,-··:.· .•. ::'.:-< .•. ,·· 

:·;, .-._: .. :,:\ ,,,,._:··,<·-> -.::_;\': 

. a) Nit:roredubfi6~</ig~'J/t11esfsi>. 
-~ __ 'f.·-.-:~·),>:, .<~-~:':/,.;,~-·-;..:': .r.~:-1~·: ·:\~'-:v.·.· .. > e··.· 

w~0;)1;R~~0f ~iil~~f~~rtia11Y cyt~'O,,~c 'ºdMoxiC ;cen~ f 6oJ. As a1ceady 
mentioned,'~anaerobic;organisms reduceiMTZ itnd activate it in this way. In 

nrnm~·~li~~·.~!i11;;~¡~~6~ion o; t~e nitro; ~rC>~~io/2-nitroimidazoles (MTZ is a 5-
~--:~.~Y ,::, ).:.~-, .:_~'· 

. nitroiIÍiÍcla:foie)Ís'níedfated by NADH, xanthine oxidase, NADPH cytochrome P450 
-. ) -: ;' :: :'\.- .- '-·;~ ·, .. ' :< _: -: ·, ~ > ~ 

c .• ,•.:•;·'· 

reductá~e alid NÁDPH cytochrome e reductase [60]. A summary of the reactions is 

depiCted'iri ~~~l1re 2. 
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Electrolytically réad2~a:~Tzé;(tii'e spedfic nature of the molecule is not known) 

produces e>.1:~ii~i~~···b~.Á:''~~~~~U··~y l~ss of helix confarmation, strand breakage 
- ·;<'.'1:_' ,;.~>:::>.'· ;-;·; .. ; : :·-:-_:_ ... "r·.: ·:- •·. 

and pcíssibly'b~'tiie ·~li:eratióriof})ases [ 61] ~ 
,..., , e . -. ·' 

1 ,. '::·,: ,_·:>:~. :~, ,; : ~ . , 
- . , ¡'-

·.' -

Since the red~~tiod 6f MTZ in. h.i.únans is verysmall if at all, this mechanism of 

DNA damage is probably not the one occurring in humans. 

b) Bacteria[ activation hypothesis 

When MTZ is incubated anaerobically with rat cecal contents, it is metabolized to 

acetamide in yields of 8-15 % and to N-:(2:.hyd~a'xye~h;l)-oxamic acid (HOA) in 

much lower quantities (6-9 fold l(:!SS) [6_2lCFigure 3)'. .1.3 to 1.8 % of a 200 mg/kg 

doses of MTZ in J,'.atsjs recovered as acetamide in the urine and 0.9 to 2-4 % in the 

feces, which s~e~s·J() depend in the bacteria} population of the intestine, since in 

germfree ~at~ 11k acetamide is recovered either in their urine or feces [62]. 

Acetamide'.is~·liver carcinogen far rats [6, 63, 64] and mice [64], and possibly far 

hull1ah~ [6.§J; although there is no epidemiological data available. Thus, this could 
- .... ,=_.;_., ,. 

be the.~a~.through which MTZ causes cancer in rodents. Later on, Koch et al [66] 
, . . .-, - ": .. -. ·~ . . -

·. r~poded the appearance of acetamide and HOA in the urine of patients being 
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.:·. ~'~· '·' • -:~;.--- _.;,.•. ; . . : ·' 
. ;·::.:·~··:':..i::.=·:::\ '.-.::'.:'."':.;·:;;_; . :.' 

. .. ;}!:·1~~~~J¡ i~'~*):~ó{~~Port~d Í~fÍh~w long) The recove"' of 

<; -'<ª@t~~W.t~~·j\it~\~~~r~; "~f:'.~~~~1;i,~1at,~~~ ·;ú~ .2 : ~ ·6fth~ dose, a yield similar to 

>, ',:,;that obs'ervediiri\ _ __ , uMhe·authórs ·argued that a patient is probably exposed 

; • , x to _.•10lfold :'iricfre::acétamide\ thari\ what;iStactually ·recovered in his urine because 
~ -~:. ;~. '.\:~ ::_:_~-:;-~2,t-:::·[:''.i·~ ~:5~={~~;:~;~1~~~{f i~t~;~:;~~~f~~f?ft0t~~~~i~~,:~??~tJ:~t~:~~r'f;~-~~J'.ifüf:~}~:):;,i_ '~·-.~I:;';:~·=_'.------ : :·.:=;~-. . 

'·saine ofit' is . lósfbyriiamnúiliariíTíéfab'olism ~ .. ·._ . 
. ." ... ·-··, , ;,<''."'.//(_;,, .. ··(''' . ,_ . .. •:.c.·: . :,· , ,:• / • :' · .' :: f!.~•, .\.:·.' . .i,:·-'/ ·,: .:" .. ' 

:_ ·._ :::::._:-.L . .. .. ~·-t<:.. .... ::.;.';2-c:;/; ·:~\~ :: = /: .. :'. :::_·· u~.i;(.:' ;_:j·;_:;~ ~_'.,,, ".,:'.: ~;:: .. .- .: · .~ .. :-: . ,_: ... , ......... .. 
' ·,.· ;;'.", ;<·;:. • {r_·- ' ;: ,•;·. ~ ·.-- ··-

·~· .. '.~: ,;: : _ ·\;'>~;~2:; - ,-__ . -, - ;:::;~ _,·_ -_ . ,-.: ~ 

T ·. ;. ·~: 

-.,. ; 

degree of rn~tag·~l1ic ~ctivity is 7Jo-85 times higher in the urine of patients treated 

with MTZ to . the controls [31]. In a recent study from our group 
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(submitted), HM was fo~nd to i~dtice :M:N'h1 d~Ii lines with a functional P53 (the 
.. ;:~ -~;~ . .. . 

guardian ofthe geíforiíe;ia.t~il.i~éiJ;~~~~sor gene) (RKO and HeLa), and both MTZ 

and HM indll,~éa}~k,!.in;~·~~MI1ines With a deficient P53 (RKO-E6, C33-A and 

Jurkat).'B~§iJ·~·~i~§·~~~~g;~~ÚiÍ~~els also increased in the cell lines treated with HM, 
- , ·; ·. ·_ .. ; ?-. t~:~-~:; .. :-~~'.~~::;s/J2'.·~fi~I~;t·::~-~:~.~/f ~~:~~~~<~ :.·.-:\.·/: --- · 

a very impOrtanffinding sirice an induction of P53 has been suggested as an early 

bioITi~r~eé~{cl~~d~~1age [70J. 
: "--~:-:~'/:·~-·:_,···~ ~ 

This is mbst prÓbabÍy the correct hypothesis . (shown in . Figure 4), since the 
: ·,:<:· ~=-~·-·· . -~-.. -~' ·-.-~.: , ... ,\; . ;,,>··:' - :,.¡_.,: .--·~-~> .. ·.'~ . ·· .. 

nitroreductiol1 p~odtlcts l_of l\1Tz'. él're ~~zy, short::Íi~ed _~ncF the~~ p~oducts • together 

vnth acetam1de 'arid~~HOA:•;are:Jorméd 'm\toó/snfall;7ambllnts·'to; account far the 
- ; ·::·_: ·;_. -~ .';_: --~~~-A:~:;g~I~-.i:;;{¿~-~:·;,:~:f-~'.~:~ ~~;.Vi«~,J'.r~~~;) .. ;:fü~1~~I~~HC~X:A-~;J~'.l,?~J;~:~,~ ~~~~~~~,~i¡;::~:~~Jlf :f ~~-~Jü~!i,~~~:~ }~[l(: ~\:t;~:1-' .. ~ {~).·,::-~-- :,~; ·~- -. '._~ 

. carcinogeriicitYfofMTZ?:;:Bésides;:HM>iwhicli'is•fc:írnied'jri';nú.idi.Iarger quantities is 

. ~Íso ;;~~t,~~~~{~~~~¡~~~~¡~;1~t;~~~~~~ffi'~;;!~~~,~~h~~~~W~''t@~·~t;a~ . cells as meas u red 

·through'theM~a~sa;,a~á·th~-i~dti~~úfa'~f~s3. ;,. ' 
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Conclusion 

Whether MTZ is carcinogenic for hÚmans is stm · an open and important question 

due to the e:i..1:ensive;llseof tnis ·drug::~here Í(a)ack of a Iarge cohort of people 
/ ·:· . , .. -; .. _:·:.~~; .... >;·~:·.: :::·:\~~--·:._: .. :~-s:_'./{:~ :'-:.<~:-.·:::A.~~-::·· ~~{;;~~~:-::)::;~:-rw~~:x~: ·:-.. -,:.}f ::--.:~.;;:.:; <'.;."(: .. " ·-

treatea · wit11 :M'fZ.~ to \be~ifoIIów~ª 'ü¡i;für~a'~ldng'pe,riod ·. of time ( which the available 
:. -:·:~: .~: _: ... :.·;:;\ ·;:{-:~~:f;~.;~~~~t~xf :~~~:_;1~&1f~M~\~Jf~~~t~;;t/~~~~I~~-11}(,~r .:JN~~y::~Y~~~-~.~~;~~~~~~~~~::J·;;:j_~~-~::·.:·: 

· data:stiggé'sts;'it~wouldc,be~át•leas .. o:years);'«to·clearly establish the risk that MTZ 

Ajih1~:ki$;0~1-~f l,!~¡~;º~;¡~~ll~b~dete<mfoed whkh of the 
: ri1echanisms;of,'genofü'xiCi' ';pfii-Othes .. , ;·5 córfoct'Jfthe aerobic biotransformation 

:'.; ~--·: .... '._:_~:'.,::' :: ~ :,:~~;~:~;:;::;:~;{~t:~!l~-::~~t~f:t2~~~~Xf.}~g~~!~ :~~~;E;j·:;~t%ig:~ · ¡~'.f ~?Jf f\~{~N~.~~,.; ..... ·· .. ~-: 
· hy]Jothesis_::,V:ere;yalid;c' ~abolisi:n:.o ,; é',drug~by.an individual would be very 

f-:~~.· < , :·~:· 3:2- • ;···:: i:.{} '. -:):t:~·;-~)\f ~~;~~ t~í~ ~~:;:i~i;::~~ -~;'.i.'.-~it~;~;~}~~If:~:-?·~~!~i~~-~t~~~~~~~~J:í~Ji.j ~~:~ · ;.: _ · ·:· ~,~. . 
< importaD.'t:;"jii'.is( . ,, ecaus .appi,6)'d@afeiY,~,~o%éofdrug metabolism dependent 
. --~~:~~~~: :~-~'·:'.~-;~,; ;:::'.\:· .<:~~-f ::{,_<i~t:~{~~~;lf~i~~~~)~~~~~~r.q~f ~~~}~f~i~~~·[;!/~~;::;l~.~Pi~f.d::·\~~~i1~i~f t!~~;f:~:~%rq~F~?~?.:-.~::.::;. ·: .·-.'_ 
: ": on '. CY:P',s. isfcf!Hieg.;9~:t;,b)T:p()l)'.iridí:phiC .e!J.zyrii~s ' [ 71]. Sin ce HM is more genotoxic 

•-'_: .--:::..- .··: ·: ·."'/-1,;.'' ::.: ~-1.'.·:'·.::::~:;};¿;'.~;;:.;·~-~;¡;:,{f~~~:;:~\h:(~~:0:-'\~{:¿;~~~\~::·-.:_-~:_./''.:~-;." _:.~·; .: .. :<(-'. :,:: . ·:,;>.;: .\' : .. -~'..··;';.,..{- "_::~ ·. ' 
, than MTZ·.itself;'the oróád interindividual differerü::es in MTZ metabolism could in 
- ·:·:-- :·.·,_. ; .. - ,:.~>~:_:··<":'.>"·\).';,/'.~-'.!:.:~(-,'~,':,.,~:'.'" ', '·, ,'. ' < .. :. -

párt ~cs9,l.l~tfq~.Üi.e,indiVidual susceptibility tothe development of cancer induce 
,. .--·-.·- '·.,·.·.•·-

byMTZ.· 
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Table 1. Human genotoxic studies ofMTZ 

Subjcct of study1 

15 patients ofCrohn's 
discase 
DBCOS~ of 22 patients of 
Crohn's disease 

10 J\ITZ treatead children 
10 hl'ahhy \'oluntccrs 

2 hcalthy voluntcers 

Onc mluntccr 

10 hcalthy \'oluntccrs 

13 MTZ-trcatcd paticnts 
10 fcmalcs with T. 
uagina/is infcction 
l'llN stimulatcd ami 
unstimulatccl lymphocytcs 
trcatcd in vitro 

Human hcpatocytcs 

12 healthy volunteers 

' See text far dctails 
'l'h~1ohrmagghminin 

:1 Dnuhle-hlind cross-o\'er 
stnd\' 

Assay pcrformcd 

CAinL 

CAinL 

CA in bone marrow 
CN•inL 

CA and CBMNª in L 

SCG• !;; pll=10 

SCGLpH=I3 

SCGLpH=13 
FADU1 

FADU 

AET9 and QA10 

CPK11, RI12 and SCE•3 

·• Sil;gle Cell Gel electrophoresis 'come!' 
; Lympho~1es 
'' Chromosomal abcrrations 
1 Fluorescencc Analysis ofDNA Unwinding 

Rcsults 

O in CA frequency compared to healthy controls 

No increase in CA after treatment as a group 

No increase in CA after treatment 
O Chromatid and isochromatid brcaks 

O Pcrccntagc of cclls with abcrrations 
O Frcqucncy of chromosomal abcrrations pcr ccll 
O In both assays 

OTail momcnl 

O Tail lcngth I day after treatment 

No DNA damage after treatment 
D DNA ssb•4 immiediatly after therapy 

O DNAssb 

DNA fragmentation and unscheduled DNA synthesis 

DCPK 

DRI 
No change in frcquency of SCE 

8 C)1okinesis blockcd micronucleus technique 
'' Alkaline Elution Tcchniquc 
'" Qnantitative autoradiography 

"Cell proliferation kinctics 
12 Replication Indcx 
•3 Sistcr chromatid cxchangcs 
·~ Single-strand brcaks 

Comments Refcrenee 

Sorne of the patients were concurrently [42) 
treated with sulphasalazine 
Severa] individuals showing large increases in [43] 
theirCA 

[72] 
Linear correlation bctween chromosomal [73] 
aberrations and rcplication indcx 

[41) 

Thc gcnoloxic cffcct was rcduccd whcn S9 [74) 
mix or antioxidanls such as 8-
hyclroxyquinolinc or vitamin C werc added to 
thc incubation mixture. 
Invcrse correlation bctween DNA damage and [36] 
MTZ plasmatic concentrations 

[37] 
[35] 

. Doses of 31, 62, 125 and 250 mcg/ml [75] 

Marked interdonorvariation in thesensithity [76] 
to the genotoxic effccts ofMTZ: 

[40) 
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Figure l. Time of follow-up after MTZ treatment vs. cancer incidence and relative 
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risk of devéloping cancer. Data from Falagas et al, 1998. 
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• Figure 4.'..Aerobic biÓ~~ansf~ririatioll h)'pothesis of MTZ genotoxicity. MTZ (I) is 
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metabciÜzéd,<iri ihe' human :Üver to· MM (II) and HM (III) which is a genotoxic 
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agent l11oie pci~krf~l thari MTZ itself . 
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Abstruct 

Thc muwgcnicity of mctronidnzolc [ 1-(hidroxycthyl)-2-mcthyl-5-nitroimidazolcj (MTZJ has becn shown in diffcrcnt 
proknryolic systcms. Howcver. datn on human cells are still contradictory. In this study DNA damngc was dctermincd by 
thc single ccll gel clcctrophon:sis (SCGEJ assay. in Jymphocylcs from 1 O hcalthy suhjccts trcalcd with thcrnpcutic doses 
or this drug. Sumplcs wcrc obtaincd bcíorc trcatmcnt. us wcll as 1 and 15 days nficr ending trcalmcnt. Rcsults showed n 
significant incrcnsc oí DNA strand brcaks 1 day al'tcr cnding trcatmcnt. although. nn inversc corrclntion betwccn thc amount 
ol' DNA damngc and plasma conccntraiions or MTZ was ohlaincd. Thus. the ohscrvcd dnmage mny be induccd by some MTZ 
mctaholitc rnthcr than by thc parcnt drug. lntcrestingly. thc amount or DNA damagc rcturned lo basal Jcvcls 15 days nítcr 
cnding tren unen t. exccpt in two individuals. This persisten! dnnrnge should be íurthcr invcstigntcd. © 200 J Elscvier Scicnce 
B.V. Ali rights rcscrvcd. 

K(•_,·u·cm/.c Co111c1 ussny: Antipnmsilic drugs; DNA rcpair 

l. Introduction 

l'vletronidazole [ l-(hidroxycthyl)-2-methyl-5-nitro­
imidazolcj (MTZ) is nn antiprotozonl and bactericida! 
drug u sed forthe trcntmcnt of severa! pnrasitic discascs 
such as thricomoniasis, giardinsis and amcbiasis. This 
compound has also been utilized against infcctions 
cnused by nnncrobic microorganisms [ 1-4 ], including 
Helicobacter pylori [5,6]. MTZ hns shown to ben po­
ten! mutngen in bacteria and low eukaryotic syslems 
[7-9], mainly inducing basc-pair substitutions [9,10]. 

• Corrcsponding nu1hor. Tel.: +52·56223846; 
fax: +52·56223365. 
E-muil uddress: ostrosky@scrvidor.unam.mx 
(P. Ostrosky-Wegmnn). 

The mutagenic effcct of MTZ is increascd by micro­
somnl activation [ 11 ], being necessary an cnzymntic 
rcduction of the nitro group by microorganisms to 
produce its mulngenic reactive intermediates ([ 12]; 
for revicw sec [ 13)). 

In contras! to dntn in bacteria, MTZ mutagenicity 
studies in mnmmnlian cclls nre contradiclory [13,14]. 
MTZ has been rcported to interact, bind nnd dnmnge 
DNA directly (15-19], howcver, therc are controver­
sia! data on the cnpacity of MTZ or its mctabolites to 
induce gene mutations in mammalinn cells [20,21 ]. In 
human cells, MTZ did not induce sister chromatid ex­
changes or micronuclei both in vitro and in vivo [22]. 
Howevcr, Mudry et al. [23] reportcd thnt MTZ has a 
clastogcnic effect, evaluated as chromosomal nberra­
tions and micronuclei, both in CHO cells and in human 

0027-5107/01/S - scc íront mntter © 2001 Elsevicr Sciencc B.V. Ali righls rcscrvcd. 
Pll: 50027-5107(01)00136-1 
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lymphocytes. Although, the lirst rcport conccrning 
the evaluation of chromosomal abcrrations in cclls 
from paticnts treated with MTZ showed an increased 
frequency of damage after treatment [24], this effect 
could not be conlirmed by further studies [25-27]. 

The capacity of MTZ or its metabolites to produce 
DNA breaks in human cells is also debated. Reitz 
et al. [ 17] analyzed DNA unwinding to mcasure DNA 
damage, and showed that MTZ produced DNA sin­
gle strand breaks in human lymphocytes from patients 
treated with 4800 mg of the drug. This damage was 
repaired seven days aftcr ending MTZ thcrapy. The 
snmt: group reporJed thc induction of DNA single 
strand brcaks in cultured human lymphocytcs trcated 
with MTZ [ 18], an obscrvntion conlirmcd by othcrs 
using thc single ccll gel clcctrophoresis (SCGE) assay 
[28]. On thc olher hand. an in vivo study, in which 
MTZ genotoxicity was investigatcd with the SCGE 
assay, did nol lind differcnccs in the levcl of DNA 
damage befare and after treatmcnl [29]. However, it 
should he mentioned that confaunding factors, such 
as age. scx, weight, and type of infection, wcrc not 
controllcd. 

'Ne have previously reported an incrcascd frcquen­
cy of chromosomal aberrations in lymphocytcs from 
healthy individuals treatcd with thcrapcutic doses of 
MTZ [30]. In thc prcscnl study wc evaluatcd thc gcno­
toxicity of MTZ using thc SCGE assay in frozen lym­
phocytcs obtaincd from thc same hcalthy individuals 
analyzed in the mcntioncd study [30]. 

2. Material and methods 

2.1. Blood samples 

Ten hcalthy mcn wcighing bctwcen 55 and 65 kg 
were includcd in this tria!; median age was 23.5 ycars 
(rangc: 18-25' years). Strict inclusion and cxclusion 
criteria were taken into consideration in an attempt 
to avoid, as far as possible, confounding factors that 
could alter the biological cndpoints studied. 111e sub­
jects were non-smokers, not exposcd to any known 
mutagen or carcinogen in the last 3 months befare and 
during this study, and had not rcceivcd any drug far at 
least 4 weeks befare the MTZ treatment. The Ethics 
and Rescarch Committee of the Miguel Silva Hospital 
approvcd thc investigation protocol. 

Individuals ·. rcccived therapeutic doses of MTZ 
(500 mg, p.o.) three times a day far 1 O da y s. B load 
samples were. taken on the lirst day of treatmcnt 
befare administration of MTZ, and 1 and 15 days after 
the last treatrnent. Mononuclear cells wcre separated 
by a Ficoll gradient. Buffy coat was removed and 
washed twice with RPMI 1640 medium at 1200 rpm 
far 10 min; the cells were resuspcnded in 2 mi of 
medium and counted with a hemocytometcr. The 
leukocytes were slowly frozen as described [31] and 
cryoprcscrvcd in liquid nitrngen until use. 

Cell viability was evaluated by the FDA assay as 
described [32]. Briefly, an aliquot of cells (800 µl) 
was takcn and cells wcre recovered by centri fugation, 
thc pellet of cells was resuspendcd and washed in 
PBS 1 X twice and resuspendcd in 50 µl of PBS. Thc 
rccovcred cells wcrc mixed 1: 1 (v/v) with a staining 
solution containing lluorescent diacctate (5 mg/ml) 
eJidium bromide (l mg/ml) in PBS IX, droppcd onto 
a slide, and analyzcd by a fluorescence microscope al 
20X, wherc 500 cclls are counted. 

2.2. SCGE assay 

The SCGE assay was pcrformed as described by 
Rojas et al. (33) with minar modifications. Aftcr alka­
linc lysis (2.5 M NaCI, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 
pH 10 at 4ºC far 1 h), slides wcre placed on a hori­
zontal elcctrophorcsis unit. The DNA was allowed to 
unwind far 20 min in clcctrophoresis running buffer 
solution (300 mM NaOH, and 1 mM Na2EDTA. pH 
13) Elcctrophoresis was conductcd far 10 min at 25 V 
and 300 mA. Ali tcchnical steps wcre conductcd us­
ing very dim indircct light. After clcctrophoresis. thc 
slidcs wcre gcntly removed and alkaline pH neutral­
izcd with 0.4 M Tris, pH 7 .5. Ethidium brnmide (75 µI 
of a 20 µg/ml solution) was added to each slide anda 
cover glass was placed on the gel, DNA migration was 
analyzed by an Olympus Bmax60 microscope with flu­
orcscence equipment (filler G-2A), and measured with 
a scaled ocular. Far the evaluation of DNA migration 
(tail length), 50 cclls were scorcd far each individual. 

2.3. Deter111i11atio11 of MTZ plasma co11ce11tratio11 

Determination of MTZ plasma concentration was 
done 1 day after ending MTZ trcatmcnt. Plasma 
from peripheral blood samplcs was obtaincd by 
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Tnblc.I 
Ccll vlaliilil)' in lymphocy1c snmplcs bcforc lrca1111cn1 Ó.< wcll as. 
1 nnd 15 dnys nflcr cnding MTZ 1rca1111cn1' 

lndivldunls llcfore 1 doy nfler 15 dnys nflcr" 

X S.D. X S.D. X S.D. 

99.00 0.577 99.75 0.500 99.50 0.577 
2 97.50 2.380 98.75 2.500 98.50 2.380 
3 98.50 1.000 98.75 0.957 98.25 0.500 
4 97.00 3.000 100.0 0.000 98.50 1.000 
5 97.00 0.816 98.25 2.061 97.25 1.892 
6 98.25 1.258 99.SO i.000 99.00 1.154 
7 96.25 1.258 97.25 2.217 ND 
8 99.00 1.414 99.75 0.500 ND 
9 98.75 0.957 98.25 1.500 ND 

10 97.25 2.217 98.50. 1.290 98.00 0.957 

ªX reprcscnts thc average vnlue of thrcc lccturcs; ND = not 
dclcrmlncd. 

h End of 1rcn1111cn1. 

ccntrifugation al 400 x g far 30min. MTZ plasma 
conccnlrutions wcrc analyzcd by thc HPLC Lcchnique 
described by Lanbcck and Lindstr1im (34]. Protcin 
was removed by ccnlrifugation ofplasma samplcs and 
Jreatcd with an equal volume of acclonitrile i111111edi­
a1ely befare Lhe assay. Concentrutions of parenl com­
pound werc estimated from sJandard curves of peak 
hcighl ratios, using ornidazole. The 1-(3-chloro-2-

Table 2 

hydroxuporpyl-2-methyl-5-nitroimidazole) was uscd 
as interna! standard. The ultraviolet detector was opcr­
atcd at wavelength of 313 nm. Scparation was accom­
plished using a reverse phasc silica gel µBondpack 
CIS column (3.9111111 x 300111111, !Oum), chro­
matogrums were bascd on a mobile phase containing 
0.01 M phosphate buffer (pH 7.5), 0.02 M sodium ac­
etatc mixed with 15% acctonitrile operated a !low-rate 
of 1 ml/min MTZ and interna! standard wcre dctcctcd 
at 4 and 7 min, respcctivcly on a mobilc phase. TI1e 
peak arca ratio of MTZ to interna! standard was lin­
carly rcla1ed to the standard plasma MTZ concentra­
tion ovcr the range of 5-50 µg/1111. Thc percentagc of 
recovery was 94.8 ± 2.5%. Thc corrclation cocfficicnt 
of thc assay was 0.998. 

2.4. Sratisrica/ a11alysis 

A non-paramctric Mann-Whitncy test was applicd 
Jo analyzc statistical differcnces in DNA damagc in 
cells from cach individual befare MTZ administrution. 
1 and 15 days afler thc cnd of treatment. Data from 
scvcn donors in which Lhc evaluation of DNA damage 
in ali sampling times was oblaincd, wcrc includcd to 
analyzc differences by group befare and after treat­
mcnt with a Wilcoxon test for paired samples. 

Amounl of DNA dnmogc mcasurcd ns thc lail Jcnglh (µ111) in ly111phocy1cs from indi\"iduals 1rcatcd wi1h MTZ 

lndividuols Bcforc 1 day aflcr' ph 15 dnys oflcr' ph 

Tail lcnglh +1- Tuil lcnglh +1- Tnil lcnglh +1-

45.J 1.609 40.7 2.927 0.2756 47.9 1.263 0.0741 
2 37.2 'l.459 50.6 2.255 <0.0001 42.4 1.887 0.0009 
3 42.4 1.832 56.3 2.798 <0.0001 41,9 1.563 0.3526 
4 40.4 1.838 50.9 .2.744 <0.0001 34.9 1.878 0.0094 
5 44.1 1.547' 50.3• 2.746 0.0006 43.3 1:364 0.9338 
6 39.6 1.496 47.7 2.965' 0.0027 35.3 1.910 0.0710 
7 27.5 2.159 36.8 2.164 <0.0001 NDº 
8 32.2 1.786 44.7 .2.113' <0.0001 No< 
9 37.7 1.853 43.3 2.273 0.0058 NDº 

JO 29.J 1.826 -44.1 2.161 <0.0001 46.6 2.092 <0.0001 
X +1- X +1- pJ X :+J- ~ 
37.5 6.118 45.1 · ··6.475 0.0098 41.7 '5.002 0.2831 

ª Em.J of trcatmcnt. 
"Two-iailed /', Mnnn-Whilncy iés1 for unpalrcd ~amplcs. 
< ND = nol dclermined. · . , . 
~ Tuo-1ailed /'. Wilcoxon 1cs1 for paircd samplcs. 
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SCGE assay al pH 13 in cclls oblaincd· bcforc; 1re:i1111ént' :ís:\veli' as 1 ·a1íd )5 duys :aflcr cnding 1rcn1111cn1 . 

3. Rcsults 

Cell viability was evaluated irmnediatcly aftcr 
thawing ali samples to discard a po1ential effecl in 
DNA damage by thc freczing-thawing process. Cell 
viability was ?:97% in ali samplcs (Table 1 ). Table 2 
shows thc median values of DNA damage by individ­
uals after treatment with MTZ. Data indicatc signif­
ican! levcls of DNA damage 1 day aftcr ending MTZ 
treatment. The magnitude of this damagc was statis­
tically significan! in ni ne of ten individuals (Fig. 1 ). 
An inverse corrclation was found bctween DNA dam­
age and plasmatic concentrations of MTZ (Table 3), 

Table 3 
Individual MTZ plasma conceninuions day afler cnding MTZ 
trcatmcnt 

Subjec1s 

2 
3 
4 
5. 
6 
7 
8 
9 

10 

Concen1ra1ion (µg/1111) 

7.42 
5,76 
7.55 
4.85 
4.17 

. 4.35 
13.84 
6.69 

I0.41 
6.35 

. ii1dicating that · individuals with the lower concen­
trritions of MTZ had higher levels of DNA damagc 
(Fig. 2; r = -0.6, P < 0.03). DNA damage occur­
ring 15 days aftcr thc end of MTZ treatment could 
be cvaluated in seven individuals, three donors did 
not show up for sampling. Thc Jcvcls of DNA breaks 
tended to diminish in most donors, although, the 
amount of DNA damage obscrved in two subjects was 
still higher than their basal values (Table 2, Fig. J ). 

60 

• 
55 e .::, 

w so 
C!I 
< 
:E 
< 45 e 
< z e 

40 

35 
2 10 12 14 16 

[] MTZ (µg/ml) 

Fig. 2. Corrclation bctwccn DNA damage in lymphocyles and MTZ 
plasma conccn1ra1ion (µg/ml) 1 day uflcr cnding MTZ 1rca11nen1. 
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-4. Discussion 

Our results indicalcd an increased DNA damagc, 
visualized by the SCGE assay, in lymphocy1es obiai­
ncd from individuals 1 day afler ending a 10 days 
MTZ treatment regime. These results agree with 
01her reports [17,18,28], as well as with our previous 
s1udy with the same samplcs, in which we found Ihat 
MTZ raised the frequency of chromosomal abcrra-
1ions. lt has bccn proposcd Ihat the MTZ-induccd 
DNA damage is Iinkcd 10 1he oxidan! aclivity of Ihis 
compound [28). Howcvcr, the inverse corrclntion 
bctwcen DNA damagc nnd plasmatic lcvcls of MTZ 
found in lhc present work, suggcs1 lhal 1his cffccl muy 
be gcncrnlcd by thc metabolic products of MTZ rmhcr 
!han by thc parenl drug. MTZ is bio1ransformcd by Ihc 
cy1ochro111e P450 1A1 (CYP 1A1) 10 a hydroxyla1cd 
mc1aboli1c ( l-(hydroxyc1hyl)-2-hydroxy111c1hyl-5-ni­
lroimidazolc) and lo an acc1yla1cd mctabolilc 
(2-mcthyl-5-nitroimidazolc- l-acctic acid) [35,36]. 
Thc prcscncc of an OH group in 1hc MTZ-hydroxyl 
mciabolilc incrcascs its rcac11vny wilh macro­
molcculcs such as DNA, RNA or prolcins. In fact, 1his 
mctabolilc is more mutagcnic and DNA damaging 
!han MTZ itself [ 12, l 3, 19,37 ,38]. 

11 is impor1an1 10 mcn1ion 1ha1 most of Ihc s1ud­
ies carricd ou1 with humans cxposcd to MTZ, did 
not considcr thc individual response as an imporlant 
faclOr for analysis. Evcn the double blind s1udy rcal­
izcd by Mitclman et al. (27], thc s1atis1ical evalua1ion 
was bascd on group data. Thc au1hors did not tlnd 
significan! differcnces in thc frcqucncy of chromoso­
mal aberrations among conlrols and cxposcd groups. 
Howevcr, their dala showcd somc individuals in which 
thcre is a clear induction in chromosomal abcrrations. 

Persisten! DNA damage 15 days aflcr tlnishing 
MTZ treatment could be duc to diffcrcnt rcpair ca­
pacity among donors or somc influence of MTZ or 
i1s metabolites on the functionali1y of DNA rcpair 
mechanisms, bolh possibili1ics should be invcstigalcd 
in future studies. 

In summary, although, 1his study was pcrformed 
with a rcduced numbcr of subjec1s, the results indi­
catcd that thcrapcutic doses of MTZ produced DNA 
damnge in circulating lymphocyles. Howcver, Ihis 
DNA damagc secms to be repaircd as indicated by 
the tendcncy, obscrved in most of the studicd individ­
uals, to rcturn lo basal levcls 15 days aftcr linishing 

MTZ lrcatmcnt, cxcept in two d~nors in which DNA 
damage showed values higher than their basal leve!. 
111is individual susceptibility should be further eval­
uated bccause if DNA damage is nót rcpaired, a 
mutation can be lransmilled to thc next gcneration of 
cells, rcprcscnling a potential risk that eventually may 
lead to cancer. On the 01hcr hand, since xenobiotics 
metabolism could be altered in individuals harboring 
hcpatic parasitcs that are trealed with MTZ, such as 
E11ra111oeba hisrolyrica. and taking into account that 
sorne MTZ metabolites are cvcn more genotoxic than 
1he paren! drug, it is important to invcsligate MTZ 
gcnoloxicity in thosc individuals. 

Acknowlcdgcmcnts 

This projcct was purtially supportcd by CONACYT 
and DGEP (UNAM). 

Rcfcrcnccs 

( I] C. Casar. L. Julou, Activitic de 1 '-(hydroxy-2-ethyl)-1-
mclhyl-2-niiro-5-imidazolc (8.823R.P.) vis-a-vis des infec­
tions cxpérimcntalcs ilTrichomonas \'aginalis, Ann. lnst. 
Pastcur (Paris) 96 (1959) 238-241. 

[2] R.B. Khambana, Mctronidazolc in gardiasis, Ann. Trop. l\·led. 
Parnsitol. 65 ( 1971) 487-489. 

[3] S.J. Powcll. l. McLcod, A.J. Wilmonlt, R. Eldson-Drew. 
f\1ctronidazolc in mnocbic dyscntcry nnd hcpatic livcr abscess. 
Lancct ( 1966) 404-408. 

(4] F.P. Tally. V.L. Suncr. S.M. Fincgold. Trcuuncnt oí anacrobic 
·infcc1ions with MTZ. Antimicrob. Agcnts Chcmothcr. :!37 
(1975) 672-675. 

(5] G.D. Bell. K.U. Powcll. S.M. Burridgc, et ni.. llelicobacter 
pylori cradication: crticacy and side cffects profilc of a 
combination of 0111cprnzolc, amoxycillin and mctronidazole 
comparcd with four altcmativc rcgimcns, Q. J. Mcd. 86 !1993J 
743-750. 

[6] R.A. Moore, B. Bcckthold, L.E. Bryan, Mctronidazole uptake 
in Hclimbacter pylori. Can. J. Microbio!. 41 ( 1995) 746-749. 

[7] C.E. Voogd. On thc mutagcnicity oí nitroimidazolcs, l\lutat. 
Res. 86 (1981) 243-277. 

[8] G.R. Moho. T. Ong, D.F. Callen. P.G. Krnmers. C.S. 
Aaron. Compara..c;ion of 1hc gcnctic activity of 5-nitroimida­
zolc deri\'atcs in E.rc/1erichia coli. Ncuro.rpora cru.'fsu. 
Succ:lunvmyce.r cercl•isae and Dro.'iophilu mdmw¡.:usrer. J. 
Enviran. Pa1hol. Toxico!. 2 (1970) 657-670. 

[9] G. Cantelli·Foni, G. Aicardi. M.C. Gucrrn. A.M. Barbara. 
G.L. Biagi, Mutngcnicity of a series of 25·nitroimidazolcs 
and two nitrothiazolcs in Su/mrmellu thypimuriwu. Tcratogcn. 
Carcinogcn. Mutagen. 3 (1983) 51-63. 



158 D. Me11é11dc; et al.IMllfatirm ReuaiÍ·h .Ílt1°(2áo1 )'!53-158 

(10] P. Vancllc, M.P. De Meo, J. Maldonado. P. Nouguicr, M.P. 
Crozct, M. Lagct. O. Duménil, Geno1oxicity in oxazolidinc 
derivotcs: influence oí thc nilro group, Eur. J. Med. Chem. 
25 (1990) 241-250. 

[ 1 I) M. De Meo, P. Va ne lle, E. Bcrnadini. M. Lagel, J. Maldonado, 
O. Jen11.cr, M.P. Croze1, O. Dumenil. Evaluation oí lhc 
murngcnic and gcnotoxic aclivilics of 48-nitroimidazolcs and 
relaied imidazole deriva1ivcs by the Ames test and lhc SOS 
chromotcst, Enviran. Mol. Mulagen. 19 (1992) 167-181. 

[ 12] D.I. Edwards, Nitroimidazolcs durgs - action and rcsislance 
mechanisms. l. Mcchanisms of action. J. An1ibio1. Chcmothcr. 
31 (1993) 9-20. 

[13) L. Dobias, M. Ccm:l. P. Rossncr, R. Sram. Gcnotoxicily and 
carcinogcnicity oí metronidazolc. Muiat. Res. 317 ( 1994) 
177-194. 

[14) T.J. Ma1uln. Validily oí in vitre 1csting. Drug. Mclab. Rcv. 
22 (1990) 777-787. 

[15) N.F. LaRusso, M. Tomasz, 111. Müller. R. Lipman. lntcraciion 
of metronidazolc with nuclcic ncids in \'Ílro. Mol. Pharnmcol. 
13 ( 1977) 872-882. 

[ 16) D.I. Edwards, llcduc1ion of ni1roin1idazolcs and DNA 
dmnage. Biochem. Pharnmcol. 35 (1986) 53-58. 

[ 17) M. Rcilz. M. Rumpí. R. Knilza. DNA single strund·brcaks 
in lymphocy1cs uftcr mc1roni<lazole 1hcrupy. Drug. Res. 41 
(1991a) 155-156. 

(18) M. Reilz. M. Rumpí, ll. Knitza. Metronidazole induces 
DNA strand-brcaks in cultures of human l)'mphocytcs and 
phytohcnmgglu1inin-s1imulatcd human lymphocytcs. Drug. 
Res. 41 (1991) 65-69. 

[ 19) A. Martelli, A. Allavcna. L. Rohbiano. F. Mattioli. O. 
Bramhilla. Comparision of thc scnsili\'lty of human and rar 
hepatocy1cs to thc gcno1oxic cffccts of mctronidazolc. Phar­
macol. Toxico!. 66 ( 1990) 329-:134. 

[20] P. Ostrosky-Wcgtnan. l. Lares. I'. Santiago. O. Elizondo, R. 
Momero, Mctronidazolc hp11 murntion induction in shccp and 
the rclationship whil its elimination nuc. Mutat. Rl!s. 307 
( 1994) 253-259. 

(21] J. Da)'an. M.C. Crajcr. S. Dcguingand. Mu1agenie activity 
of four active-principie forms of pharmaccutical drugs: 
comparntivc study in the Su/mo11ella typhimurium microsomc 
lcst, amt thc HGPRT and Na+/K+ ATPase systcms in cuhurcd 
manunalian cells. Muta!. Res. 102 (1982) 1-12. 

[22] B. Lambert. A. Lindbland. U. Ringborg. Absencc oí gcnotoxic 
effccts of mctronidazolc and two of its urinary 111etaboli1cs in 
human lym~hocy1es in vitro, Mulat. Res. 67 (1979) 281-287. 

[23] M.D. Mudr)'. M. Carballo. M. Labal de Yinuesa. 1\1. Gonznlcz 
Cid, J. Larripa. Mutagcnic bioassay of ccnain pharma­
cological drugs. 111. Melronidazole (MTZ). Mutat. Res. 305 
(1995) 127-132. 

[24) F. · Miteltn:in, B. Hanley-Asp, B. Ursing, Chromosomc 
abcrrations and mctronidazole, Lanect 2 ( 1976) 802. 

[25) F; Salamanca, O. Castañeda, J. Faríán, M.C. Santillán. O. 
Muñoz. S. Armcndares. Chromosome studics of bonc marrow 
cells from metronidazolc trcaled patients, Ann. Gen. 23 ( 1980) 
63-64. 

[26) F. Mitelman, B. Strombeck, B. Ursing, No cytogenetic effect 
of mctronidazolc, Lancet 1 ( 1980) 1249-1250. 

(27) F. Mitelman, B. Strombeck, B. Ursing, O. Nordle. B. Hanley­
Asp. Mctronidazole exhibits no clastogcnic activity in a 
double blind cross ovcr study on Crohn's patients. Hcreditas 
96 ( 1982) 280-285. 

(28] J.L. Ré, M.P. De Méo. M. Laget. H. Guiraud, M. Ca..iegnaro, 
P. Vancllc. G. Duménil. Evaluation of thc gcnotoxic activity 
of mctronidazolc and dirw:!ridazolc in human lymphocytes 
b)' thc comct assay, Mutat. !les. 375 (1997) 147-155. 

(29] R. Fahrig. M. Engelkc, Reinvestigation of in vivo gcnotoxicity 
sludics in man. J. No induc1ion of DNA strand brcaks in 
pcriphcrnl lymphocy1cs aftcr mctronidazolc thcrnpy. f\tutat. 
llcs. 395 ( 1997) 215-221. 

[30] G. Elizondu. ~l.E. Gonsebatt, A.M. Salazar. l. Lares. P. 
Smuiago. J. Herrera. E. Hong, P. Ostrosky-\Vcgman. Gcno­
toxic cffects oí metronidazole, Mutal. Res. 370 ( 1996) 75-80. 

[31] E.E. Visvardis. A.M. Tassiou. S.M. Pipcruki, Study oí DNA 
danmgc induction ami rcpair capacity of frcsh and cryo­
prcscrvcd lymphocytcs cxposcd 10 H202 and gamma mdi::uion 
with the alk;ilinc comct assay, Muta!. Res. 383 (1997) 71-80. 

[32) O. Speit. C. Dcnnog. L. Lampl. Biological significance of 
DNA damage by h)'perbaric oxygen, Mutagenesis 13 (1998) 
85-87. 

[33] E. Rojas. M.C. López. M. Valverde, Single cell gel electro­
phorcsis nssay: mcthodology and applications. Chromatogr. 
B Biomed. Sci. Appl. 722 (1999) 225-254. 

(34) K. Lanbeck. B. Lindstrüm, Dcterminalion oí metronidazole 
and tinidazolc in plasma and fcccs by high performance liquid 
chromatography, J. Chromatogr. 162 (1979) 117-121. 

[35) S. Loít. Mctronidazolc and a111ipyrinc as probcs íor thc study 
oí íorcign compound mctaholism. Pharmacol. Toxico!. 66 
(1990) 1-31. 

(36) S. Loít, M. Dossing. H.E. Poulsen. et al., lníluencc of dosc and 
routc of administr.uion on disposition of ntclronidazolc and 
its mctabolitcs. Eur. J. Clin. Pharmacol. 30 (1986) 467-473. 

[37) V. Bahr. U. Uhnan, The iníluence oí metronidazole and 
its two main ml'tnholitcs on murinc in vitro lymphocytcs 
transíormation. Eur. J. Clin. Microbio!.:? (1983) 568-570. 

[38) T.H. Connor, M. Stoeckcl, J. Evrard, M.S. Lcgator. The 
contribution of mctronidazolc and two mctabolilcs to the 
nrntagenic activity dctcctcd in urinc of trcatcd huma.ns and 
mlce, Cancer Res. 37 ( 1977) 629-633. 



ANEX04 



"'e;; 
msn.~ Hotmail® drendon@hotmail.com 

De : Patricia Ostrosky <ostrosky@servldor.unam.mx> 
Para : drendon@hotmall.com 

Asunto : Fwd: Your paper MUT 9302 submltted to Mutatlon Research Regular Papers 
Fecha : Mon, 07 Jan 2002 22:35:54 -0600 

Datos adjuntos: MUT_9302_CTF_11190162.PDF (lSk), MUT_9302_00F_11190162.PDF (9k), 
TERM51_11190162.PDF (16k) 

Date: Man, 7 Jan 2002 11:28:10 GMT 
X-Authentication-Warning: screavie.elsevier.co.uk: ptsemail set sender to 
e.neylon®elsevier.ie using -f 
To: <Q§tro~J9r..@servJ..9.9L~!l~_f!l.. ~> 
From: ºMs. Edell P. Neylon 11 <.e. nevlon®elsevier. ie> 
Subject: Your paper MUT 9302 submitted to Mutation Research Regular Papera 
X-Original-From: ENEYLON@BACCUS.ELSEVIER.CO.UK 

Shannon, 07 January 2002 

Re: Role of P53 fucnctionality in the gentoxicity of metronidazole and ita 
hydroxy metabolite 

Journal: Mutation Research Regular Papera 
Editorial reference: JGEN2157 
Our reference: MUT 9302 

Dear Dr. Ostrosky-Wegman 

We have received your above-mentioned article fer publication. On behalf of 
Elsevier Science, I would like to take this opportunity to thank you fer 
choosing Mutation Research Regular Papers as your publishing medium. 

>From the details supplied by the journal editor we have logged your address, 
to which your proof s will be sent unless you indicate otherwise by return. 

Attached you will find a Copyright Transfer form and an Offprint arder 
form plus 
price list in PDF fermat. To view and print the attachments you will need 
Acrobat Reader from Adobe. This program is freely available and can be 
downloaded from !!_l:_t;p~_Lwww. adobe. c_Q_l])l • The Acrobat reader is available 
for a whole series of platforms which include PC, Mac and Unix. If you 
would prefer to receive the forms by fax or mail then please inform.us 
immediately by replying to this e-mail with full fax details. 

Copyright transfer: We are proceeding with the publication of your article en 
the explicit understanding that you will sign and return the original copy of 
the attached Transfer of Copyright form. A fax ar copy of the signed form is 
sufficient fer us to proceed in good faith; however, fer legal reasons we 
still need you to mail us the form with the original signature present. If 
you have any doubts about your ability to do so or if your employer has asked 
you to return a diffe~ent form, it is essential that you contact us 
immediately 
to avoid difficulties at a later date. Corresponding authors who are US 
government employees or who elect to claim Crown copyright should ask any 
co-authors who are not government employees to sign the form and mark the 
appropriate box. Where all authors are US government employees or are claiming 

Crown copyright, please sign the warranties section and indicate your 
government 
status on the form. 

If we have not heard from you within 15 days of the date of this 
letter we will publish the article.with an Elsevier Science copyright line, 
or, in the case of Society journals, with the appropriate Society copyright 
line. 

http://J w2f d.hotmaiJ.Jl1kn.c~mfcgi-bil1Jgetr'risg?cllrmbox=FOOOOOOOO 1&a=8b72f4a l 9cf e805 ... 
.. . .. . .· :,~:'t': ','~.S.'.f::: . . :"'~. J...i f\ 

16/01/02 



Hotmail 

Offprint order: With this form you can order offprints at the prices quoted. 
The number of printed pages of your article is estimated at 10. 
(This has been calculated using the average number of figures and average 
figure size for this jcurnal.) 

If you wish to arder offprints you can return this form with your corrected 
proofs once you know the actual number of printed pages of your article. lt is 

important fer our administration that you return this form to us even if 
you do 
not wish to arder offprints. 

Information en the status of your paper can be obtained at : 
http://www.elsevier.nl/oasis. You will need to fill in your surname 
Ostrosky-Wegman and our reference MUT 9302 far access. Please note 
that it takes 24 hours befare your paper•s details become available via 
this system. 

If any questions or problema arise, please do not hesitate to contact us, 
preferably by fax or e·mail quoting MUT 9302 in all correspondence. 

Yours sincerely, 

Elsevier Science 
Edelle Neylon 
Administra ter 
Fax: +353 -61-709107 
Email: e.neylon~elsevier.ie 

© 2002 Microsoft Corporatlon. 

Página 2 de 2 

msn~~- Reservados todos los derechos. CONDICIONES DE USO Declaración dJLll(~Q¡fil_d COJU!prob;tción dLIB_\LSig 

http://J w2f d.hotmai 1 .msn .coffi/cgi-bin/getmsg ?curmbox=FOOOOOOOO 1 &a=8b 72f 4a 1 9cf e805 ... 16/01/02 

--- : ____ , é_, __ : - -~: ,__ - t.¡ 1 



Role of P53 functionality in the genotoxicity of metronidazole and its 

hydrox'Y n1etabolite. 

D. Menéndez1, A. Bendesky2, E. Rojas1, F. Salamanca3 and P. Ostrosky-Wegman1•. 

1 Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Autónoma de 

Mé;.dco, México. 

3 Facultadde M~dici~~.~Úniyersidad Nacional Autónoma de México. 
2 Hospital d~~~edi°at~í~; c~ritro .i\f édico. Siglo XXI, Instituto Mexicano del Seguro 

*Correspondence: Departamento de Medicina Genómica y Toxicología Ambiental, 
. . 

Instituto de Jnvestiga~ioriés Biomédicas, UNAM. P.O. · Box 70228, Ciudad 

:::~~1:i~li~li~oo, ~,p·· 
E-mail: ()~1:rdsk~@ser\'.Íd.9r.unam.mx 



ABSTRACT 

P53 mediates several biological processes for preservation of genetic stability such 

as the induction of cell cycle arrest, DNA repair or apoptosis in response to DNA 

damage. The antiparfisitic · . drug, metronidazole (MTZ) is a ble to in crease 

lymphocyte prolife~kif~'~;··ind}ldng at the same time chromosomal aberrations. 

Trying to unde~~i~t.<lftlúsS~r{~,_"P·ected event we used cell lines with different P53 

functionalitY~~;W~f'~iÜ~fhih~ , ~l~~>p~olif~ration capacity and the induction of 
..•. · ·.:·,\~~··_,. ,~-.-~·::'.:/';,1.¡~-.~>"'.!\·''•. '. :\:'.·¡: '-;··._ .. _·: ·,··. :' /-•:\'; :;, ·, -~_-·::"'::; :':_:: :'. ·. . . 

micronucleil(MN) .after the Jreatn'ierit!;with MTZ or its hydroxy metabolite. Our 

res~it~:~}J;Q;ih~t.'M,'i:~,iri9rea~~J¡~(~~,if~Y~ÜÓ~·in adose response manner in all P53 

fonCtion~l~-cell ~lfnes \~tliout'. in'4ucil1,g>'cl1anges bn the levels of P53 nor MN. 

· · · ~~~~r4ii;~~:il#7~~~~¡~it\i~~i.:::r::::~:, ~:::~º~"~~!. :~: 
hydroxy met~bo1ite•is more· poterit,thán M'fZ itself. Only in cell lines that do not 

. ha~e a f\incti6ria1.,Pi53, _MtZ ~~~ iis i~~ti~óÚte increased both cell proliferation and 

.· MN(. MTZ u~e i~ increasing and its carcinogenicity has not been discarded. Our 

d·~ta Íridicatethat MTZ hydro>.1' metabolite is potentially a carcinogen and needs to 

be further studied. 
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INTRODUCTION. 

The 5-nitroimidazoles compounds have been applied as antibacterial, antifungal 

and antiprotozoa.l drugs . '[i]. Metronidazole [1-(2-hydroxyethyl)-2-methyl-5-

nitroimidazole] (MTZ) isá nitroimidazole that has been used in clinical practice for 

over 35 years, whef~jf;'ll~~,played an important role in the treatment of anaerobic-
':. __ ,·. :,:.<. ,. ·:1'[{'.:.·~·}_'.;'t1,;)_,~\{t~/.'.·,l~:.>< ''....:: ,,. . 

related infeetioris:ljiThis·,,'dfug has activity against protozoans like Entamoeba 
._::· :<: :.~-;~_·:::":=:·, -~;A\'.~;.if~\~-~'.~!.'{~~?¡i;~:tf:.~'12:·~~- .. -~ _ · . 

histOlyti~aj (;iá~ciiCJ.'~láfriblia, r:richomonas vaginalis and gram negative anaerobes 

suci1 ª~•'fi~ziabfJ~"¡J:A.f~tfori, f~r· which 'thedrug has been provea an effective 

treatmeni'(~]TG~'~adiii~n MTZ has be~n appÚed,as a radiosensitizer ofhypoxic or 
tumorcell~ [~J." . . . .. .· ' · ... :?:~~-

·-... ~- ~:',.'I:~.''?U~ :: 

In humans, oxidative ~etabolism.is,H1ei;Aájg~frn~f~for biotransformation of MTZ 

.an~ .. ·. ~~º ' .. iU~a]_ºL 9~iaative· met,~~g~~ti~,~\~i.~/~[~·~~§: ... We hydroxy metabolite 1-
Chyaroxirethy1}-2~hydroxymet11y1.:·5;:.1íftroimidaic:i1e'.; .> (HM) that represents the 
,.· ...... -.-•.• ,,- . ·º "-~-, . ,_ ., .. ·. - · > .. ·:' :" ,_ ::·· .... './" '. ~;.>· :··'.:-·.- .. ·x· ~:~ ~~;-~~·:i~:h:;~N-~l,~;:~-~;;~if~f:it;:B\\~:~·~;:r(-~.'-. -~ ::·~·~< ;.~. . • • 

· .. prmc1pal<metabohte foimded'1n\;urme~:(50%)<and;m mmor degree, the acet1c 

.· <··· ;~~'.~}~~'{i~~lf iti¡§11~1h\'r::~~rf~;l&~~-~i. [4J . 

. •· .MTZ is'a póterit'mrifagen)n' acteí-ia ·sys ems; 5 ;:;:the riiáin DNA lesions being base 
.. : . '. l_j~ ;,:¿:: :: :,'\' ~ .. '?: ;/;:'. '..i ~~.:~;1.3r~,~f :~f:~;'.~.;~·.'f:'!;:;$'\c'.if ~~~<;: ~.j~~l~::~~~';\'} ';1~~l?;::~;; ¡~~::.J\,·~it f.~'.~~.~¡~~~}::~.{~.!;:'.:.·:.~~'·~:"'/:.,~· "; ... 
. ·; pafr·substi~ii~i()l1S}[(j]:\Ifüá'cic;litign~~~y~fal:~epofts·havedemonstrated that HM and 

-: ~·~f'.~l~~1fü:~r'~1;.~~E~~~~i.~~r~~~~~~~rt?g3JXi'.!E·~·~~htrast, in humans the genotoxic 
•· .. p()tential ofMTZ.andJt~met~bólites'isstillccmtradictory [10]. MTZ is classified by 

.• ·· .. · .• · .. :~d=~[::]~n·~rii~al .. c~r~ino~.~fü~~~-~Üs§ibl·~·human carcinogen with inadequate 

Recent reports have showii th~tfMTZ is able to produce DNA strand breaks in 

human lymphocytes both "iri\~~b" and "in vitro" [12-14]. MTZ and its hydroxy 

metabolite áre also. able t:•c/·i~crease lymphocyte proliferation after mitogenic 

stimulus in humans [15~;s{~rid mice [18-19]. 

In a study c~r~iéd by our group with healthy subjects treated with MTZ at 

therap~uticdoses, we observed that after the treatment finished, there was a 
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. .·.· ·.: .·.: ~i.:,~é,~:·.é ;;'t~t~'.f \~M!.t'.~0~i:~Jlit .:.~, .... 
· signifi¿~tN''Júncrea'.~~·'.,ii{';',fh'etfn'i.iftibe~ of chromosomal aberrations [20] and DNA 

' , : : ·'<,- :·? 1f'. · ·.):.·~::y n:!~:::- -:!:: .._\·_~:i :+~;;,~··'(' ::;-~:"~:;,.¡~:?'.~~·t·'.:.~-~-~?_:···~.i)\f ::;·:. :_·.·. ·. ~ · . -
str~Il.~'.Fbi~~k~Y[2'jj¡ffriit~th~'i)Yrhf>iiocytes of those individuals. Different responses 

. : ~ ~- :.- e:: :.>::i-:;.;~~:~- }-~i~~-~7zx,j¿<::·~\E~:º·~~11/·'f~5if-o?Z!-~~f _.:t;t:;~·:·/::{_: ">. i 
aínong c:lcí~of.s.~~fe:'oJ?:sery~d:¡:Aíl unexpected situation was also observed in these 

:> '.'; ;_.;_.,_-;:-~ ~:7;. ·-'Y:)~ :-!}~.(~;,;·-~~~~:;?º~-~1~~r.~~~!~{·'0 7_;-"i::2.;.: -~~>,.: \':· ; ?_· ... , : · •. ,·:· '· ' 

saniplés~;}MTz::fréatméhCwas"able to increase cell proliferation, inducing at the 
: :": _;_;. ,-:<{<·\: ~ ;i,:·:·;:y:i';\':;·i>J::'.1-'t~;~ ·_::,;_~y~~.ó\J.:'. ,;, -~-':. . 
same t1nie;.I>~J\'d~111age. 

,_ . -: . ·" .·-·'•·-.'.'."" -}_:~~/:~(:<.~,::, 
. ·. ::"'~;=..:~;;_.<- ;'-::'_:· .,, ,_.' ~ ' ,<. 

,·,;::· .. ·;., 

Ünder.~órmál conditions, cells harboring DNA damage, are· either stopped at well 

a~Íirieá 6~n cycle stages termed "checkpoints" for repair, or completely purged 

away from subs~quent division by apoptotic cell death or by cell senescence and 

necrotic death [22-23]. The central component in this system is the p53 tumor 

suppressor gene, which in resppns'eto ~tr~ss·sig~al~ as DNA damage or hypoxia- is 

activated, preventing ..•. thé.~:gr~~h·i8fj\,·~~~i~g~d.cells or the proliferation of 

:::·:~:~,:;;~~~!~~r::::~:::::::;:hi~JI~Lº'· stahiliting ªºª quiclcly 
increasfüg:iit~.J1t:;yelsJ'as\wén:;"as;~C:fíaD,ging;j1:ffs1¡c6í:iformation to generate increased 

.. _. ::··. ·_ . ,:·:_::· :'_,. 1<·~/ i~~:~· :\ ~_?;1(~ :-;.:::·h~:~.::?: ~~~-\~::, ,:_:·~:", _:·:'.·:. ;/~~!:-c_i_~~~~r-~;~>-:e·í.~~?!>~:·1.; ~~~:~}!.:~ fJ',':t ~,: [:· -.. ·.: :., , 

functiorial ;acfi\7ifY.;[26~29]i,1,'b:is'C11~úígés}l~'áijs'\~'ceH cycle arrest, induction of repair 
·:-!:·· .:·::-~:_::·: -::i-/ .;.;.z .. <;>,:~\\7\,:··).,~-.. -¡r ;:'.:· :: .• -~~-:,::, ·. ~-:x:·: ~- -;:-:·~,?.-:?,~:::::~,;::ri.1 ~'->,:~.:~;!~~1~ji&\;··='·~~~'.'..i"':·:» 

m,ech::J:11Is~s: ~r activaban ófapoP.~9s"~s;[24~2,9]/}; · ·· 
... ·::..'.~ 'g'. 2.'_:, ·--~ .:.~~}{\:.l.':t . .,:~· ·i-

0
• . . . ,._, .... ··: - ' '-· . 

.. -· :.,··,;. '·_/'', ~-"~~'-" "-"'-". . : . ··.·.·· .... ;:_~-:_:_,'.r,1:\:\ -.:·.-·~~\;_-.· -
In ordé.fo understand if Ps3 functiona ify:wasTrelated with MTZ/HM induction of 

.:-_' ';o~· ·--.~:.:·- -_'· ; .. _: · · -· ·. : . · ·-_'.'}.:./:c~:,i~~:/;!;:.t.:Jl_:~~·\;:\t.'t-.f'"~~;~)';~·~;:'~:;:·~: 
éelLproliferation with damage,is.~yéral~~ell}line·s with different P53 functionality 

were treated .wifü MTZ or ~~r;·'i1~:);~~~~g~1~~~bg~;.of cell proliferation capacity and 
the induction of micronucleus'..CM~)}\~e'.fó\ind%at MTZ and its rnetabolite induce 

·· cells to prolifera te with 'aa~~gci.;~riJ'~ Ch~·ri:':P~~~i~ non-functional. 
. . ~ - . . . . '. ~-. ·. ' . . 

. ·:_ ._. _., -"-~ ' 

(.¡_. 
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MATERIAL AND l\'.IETHODS. 

Materials. 

Metronidazole (CAS No. 443-48-1) and actinomicyn D (CAS No. 50-76-0) were 

purchased from Sigma. The hydro::\.~ , metabolite l-(hydroxyethyl)-2-

hydroxymethyl-5-nitroimidazole ·\,y:~~\~: ·~~n'.~.~ous .. gift from Rhone Poulenc 

· ,Pharinacel1tical Co; ;: :·;" ;·:~·~--.. {.:·)'". - - ·":' -;:; 

":·-.:< .. ,::~~'.~~~:~~:~ :_·' <:. :_. ·-,~ .: ·,. ----.. · 
;' •,., ~ - ·:·'.---~- ··-~ 

.·.;.·· ;.-i 1 --- -- :,--:· _:L·. 

· Cell cultures Qnd.tre~trh~;it. (:.i>) ;i 

· Hun1an cervical carcinom~¡~élLiil1e~ HeLaand c33-A (ATCC) and colon carcinoma 

. ·:~:~~}: .. :~;v:n~~f t~ibl~ii~~~~~~~}:;~~:~~~:::~~:~ 
lymphoblastic leukemiafcell~linee(AT,CC);\w¡i'~!<éultüred in RPMI 1640 medium 

, .~: _ ·. :, --'~;- _:_:··. ·.·--. _,~:-,:::·--/ ::f~:::.~~~.._¡;~:f;:?·>S~f:-~/;~·~\-~:~:~: .. v~V---.:-/t:;:t.~:/:,-:_~13::1_:·,~-'i..~~:f:·:'.:._: -.:.--.. _:::'. · -_:.. _ 
containing 1,5% offetalJ:io~1n~fsé.rifrg{ffiyclori~);~),ci mM non-essential amino acids 

CSig~a)~~3'~.m~·~·~J14f ~~~~,f~~f t~it~~Í~tJ'~~~)~~~~1Fr~s were incubated in a 5% co2 
atmosphel'.~ áf,;3z~,i.Ci'apel;:gf'O.§i}'fo){gp,~:1::c~rifl\íé!1ce or exponential growth. The 

L ,~:~}~illf ~~~~}íit:~~¡:::::~~·:~:
1

~M) w~ prepared and 
.•. '. :·; ªPPI'.ºP~i~t~.:yoJum.és'~}Vere¡(diltite~!:fo·:~óptain1;désired final concentrations. After 
'~/?\:~;: 

after MTZ treatment 
_..--~ . ·,. ;··· 

, .. _>~ ' 

.'.!Fi?Elíiorescein:Diácefoté.t[FDÁJAssay. 
~.,.;::~::;;~'.(?i!f,·:~:,~~:~-:---~-.~;:.s~;--~~..r;~:t::~!~2tN:~¿~.t-~'.~·~.:~.~}JtJ:ió:;:~~-',~ ./;:_ ~ -~ '.·.:. · 
:~i:i~iE\ralll8.tiOiíió(.celEV:iability was measured using the Flourescein Diacetate method 
'.~ °!{1:~/t :(~'~:r.?;i~-~-> -:~~.fi.:;·:,:,5 ~:':~~,!\:'!!.~{-~Y,:~'.t~-.,::::::::··->;?~ ·~· :- .· ) 
·:i.'~;~1~(F,l)A)~·;áccOI"c1ir1g'to·Hartmann and Speit [30]. Briefly: a freshly prepared solution 

i~¡'i.:~ ~dh~Í~tÍ~~;;~Jf~b:~~l fluorescein diacetate in acetone (5 mg/ml), 200 µl ethidium 
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• ·1, ''- '' :,.\ .,',· ·: ~ '.ó.'·. . ' ' "Y' 
'.:~·· -.:.j-_',• (:<. :,~;-':-~ ::,,':} :-}~ .. 

brnrnid~(~¡;},\~i/~J,:;'~~§ ~lld 4.8 rnl PBS ¡, "'ºª· Thirty µl of cell '"'Pºº''ºº ¡, 

mixéd ~tfi~3~:'~J'~t'áíká{i,'~blu.Úon, spread on a microscope slide, and covered with 
·:· · .· .,: · -:: :,.')':'.:.'~:;_·>~·::,f.:; ú'·X'\:..~=,~\·\:::-: : .. : . 

a coverslip;o,Yiablé'.célkappear green-fluorescent; whereas orange-stained nuclei 

i~clica·t~~,d~~~~~~fi~rFÍ~re.hundred cells were analyzed in a fluorescence microscope 

·. at2p.if\..~;~~,'ª:~;;~·~~i~{ .:.· ·. 
-;·, >; ·, 

.. ··:~~ ".·;~·=>::::~:~ .. :~;:/ 

Cezlprofiferation determination and micronuclei assay. 

TÓ d~te~'riii~:e the effect of MTZ and its metabolite on cell proliferation and the 

• inductfoh of genotoxic damage -evaluated as frequency of micronuclei-, we used 

the cytokinesis blockage induced by addition·.of''.c)rt~chalasin B (cyt-B) described by 

. Fenech and Morley [31] with some ~baitJJfidh~~É,fiefly, 1x106 cells per ml were 
. . . . . . .... - "· '.'.:·. ::; .::~;'.";'.-.:?>··:,'.)~.:';:\?~;~·~'·:·,:~.;±\~,:~::·~);:·~:"·,· :·· <· " 
. cultúred during 48 h. Eighteenhours'before:nar\festfog, cyt-B was added (3 µg I 

~ : . . ·, '·. _.·· ·'. .-:. <-.~:.>_:··.:-:·\'' :~~'<>-:::"J;:.·:_:.~-;.,_:r.:"·~ .. ;::·:'/'•··:>":-, ._ ... 
.. ml),·and 4·hlafor.cells.weret~k~teciJViül'~:M:fi'··~rid.::HM. Cells were gently fixed 

", -~- . . .· ·-. ' .. - : :-.·· .. -, .. :.: '. ::·;: :._:;:.·::·.-<?f". ;.:~:-~·~·.:):.~.:<_'.';J· .. ~·:':~·.:¡L1~{.:-:'<·~~\.\'(/-~~:.~.·~ ,;: 
with chilled • metha~oJ:.'. acetkacid (3 :1) i'arid drOpped.ontocoded slides. After 24 h, 

~;?~~~ikf t!ii¡i~~~~~~~~~~~~~t~o~:~l~::::•f:::~::::: ª::: 
polynucleatedinü~clei:iin'2(>o•:cells.A totaJ:bf 1000 .bimicleated cells with preserved 

<. · :.>:: )~<·_;;_{::f~'}~f;l~:~:2:~fi~\~.:.~J1~xs::·.\"'_,~<--.f1 ./.:~:,,_~" ·;_ <:,; .. ; .. · ... ~· :: .. ··, :_·;..:.~~ ~- :-~~'/:- <X·< .. ~·:~(·~ :::(_.::·~: ·~ ::<:.~ .' '.·: · : .:< ·~· .-
. •· cytoplasm':were scored'for nucronucle1 for each concentrat1on assayed. 

EE~till~lili~:;tdt~'~i~;!:0;'.::~:~b'~m[::l~::~d ·~:h:: 
· t~ce;íl:Jii~~d~,P~~teBrifferSali~e(J?BS) at 4º C. Cell pellet was then treated with 

RIPklys'Í~'tifa~~rt6ntail1Íng 1%:NP40 (Sigma), 0.5% dem,ycholic acid sodium salt 

·{~Ígrh~);{ti;\~tsos'.cBia'R.~a{ ; mM PMSF (Sigma), 20 µg/ml aprotinin (Sigma) 
• ' ''..:·. •• • ,: ' ' '" -: "'' - '·· • ' '> ,•\ : • ''. ' • .:. -~··:·'':: • ' • 

and 100,'rnl\1 Na3Va04; (Sigma} for 1 h on ice, and membrane fragments were 
'' - ' ~ • -· • - •' ' • ',_" ., '·: • e ' • •· ' ' .. ' 

· .rerri()vé§b!ce!ltrifugatipn at 14 ooo rpm for 30 min. The protein concentration of 

·. dear~d 1t~a~'~s.~a~'de1:e'rmÍned by the Bradford assay. After boiling with sample 

. runnih~':bl1.f'fer:,(29tsp{CBioRad), So mM Tris pH 6.8 (BioRad), 10% glycerol 

(Sigma),'s.96~;fi:riié{~~~~g~thanol (BioRad) and 0.01% bromophenol blue (BioRad)] 

, fo~ 5 ·ajiri, s6•~i'.6r'i~i~i''.;~otein was electrophoresed on a SDS-10% polyacrylamide 
. . ··;·.: 

''"' 
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gel and then transferred to a nitrocellulose membrane (Amersham) using a semi­

diytransfer cell (BioRad),.and then assessed far P53 and actin protein levels by 

western blot analysis usin~··ariti-p53 Do-1 and anti-actin I-19 human reactive 

· arítibodies (Sant~ Cru~)~-,Th~'irrirriunoreactive bands were visualized by ECL 

chemiluminescen~e '~::. lii:ii}~i-~dish .. peroxidase system (Amersham) on 

autoradiographÍdtú~i/;c(Xffi~;~h.~111/Tokyo, Japan). The relative intensity of the 
_. . . ; :·:·.. , ·/;:: .. .::~.~·z;~,.r .. ~·~xf:,·i:::~·;;::·:~'::.\~:f/~·:/:'~~~><--~: < .. > : . 

bands was quaiitified[oy:(opiicaLidensitometry Quantity One software (BioRad). 
: ·-·,-·e-_--, :~ _'.: \:_: "\-:;>:" ~~:;:-,t,;\~'f.;'.¡~~-§·g%fr~?~{f1'6tr;~~~-~],.\h'.;·~-y~:;~ º~::·::~::: · : . --

Actinomycin D"'(AMD):\vas:used as· a positive induction controls (3 ng/ml). 

· T",ª"5f~}~~~J~~JiXtf ·;{~{~~l~· , ..•.. ·. 
A Gene Púlser'appáratus.·(BioRad) was used to electroporate Jurkat cells as 

described . [~;(.Fór '.tli~ 'Ú~~~fection ·· assay, cells from exponentially growing 

cu1~ures ~er~ cou'~~te<l .ti;; c:~~t.rifugation ana resuspenaea in ice-co1a calcium ana 

magnesium _:ff~e<PBS.; Tli~··'é~ús .. ~~re/c~ntrifuged .far s min, and the pellet 

resuspended on ice ·:6gi.~~.~~~\~;i~i\~;~~~~Üi~;n~-r~U,~f,~~.n. of i.5x101 cells per ml and 
incubated on ice far io;'.mfü,•01• ,~ri1ii.lfÜLix~ctór'Di:-rA (1 mg/ml) was added, and 

· . '. ·:.:·· <::>~r.~-.::;;z :~;~:.~~J1:.:;.~f:~'.?·:t~~-~;~~):':~f;::;~.\~~·~{:!.~t/ :. :·: ._ 
aliquots of o.8 mLof,;tli,éI, .. ;~~s¡J~n.~iqri~Wefe)transferred into electroporation 

chamhers. •• ..• ··. 7,[í\~~1.!f ~f:~··~{~~~~)~;f~!·,f ( 
Normal (pcD~A-'53)ii'aridjnütáted;'.,{pcDNA273) p53 expression plasmids, were 

::::~¡:,~]if i~~J~r.~ti1~~~ict;~:h:~::::~:~;~11:~ tmnsfoct 

. · •·•. Ce.llp5<;/fJ;e,i;p,~~1};~e,tcy·n;if 7J?tion ·by incorporation of [3H)-thymidine. 
T\"10 'Vtihdr~~1thÓtls~rid 'c!eÚs per well were incubated (in duplicate) in 96-well 

1 cuitll~~·jpf~t~~-;iri:~t'.total volume of 200 µl far 48 h, under the same conditions 

•.·.d~scrÍb~~·~~~6~~: Cells were pulsed with 1 µCi of [3H]-thymidine (Du Pont, 6.7 

Cifmmol) for the last 18-h and were harvested onto glass-fiber filters by an 

· •. automatic cell harvester (Skatron). (3H]-thymidine incorporation was assessed by 

liquid scintillatiqn spectroscopy on a Betaplate counter (Wallac) to determine 

cellular response to MTZ. 
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Statistical analysis: 

Statisi:ical,~rialysis was performed using pair-wise one way analysis of variance 

(ANOV A)~nd.'x2 test. The data were analyzed using the STAT Plot program. 
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RESULTS. 

After a 24 h treatmen~ ofMTZ or HM, we did not observe cytotoxic effects (data no 
. . 

shown) in the differ'entcell lines used in our study (Table 1); viability was above 

80%. 

In arder to evaluate if the functional status of P53 is involved in the generation of 

dariiage by these substances, we analyzed the induction of micronuclei (MN) in the 

cell lines with different P53 functionality. Although the basal number of 

micronucleated cells was different in each cell line as shown in Figure 1, all cell 

lines with abrogated P53 fünction exhibited a statistically significant dose response 
·., 

increase in the.number of MN in binu~leated cells when treated with MTZ and HM 

(Figure 1). 'Iri corifrast; in P~3.effecÚve 2~1Íc.}fries,no induction of MN with MTZ 

was obse~éa;.0Jile iri c~lt~res 'tri~t:~a ·~Mm~;:we found a significant in crease in 
.. ·· .•·::. )';'> :\> :;,o.;•r::r;Jc>·:·c y:>:>é;-' ·i:·:,):I>:";¡¡;;;:.r:·.:r; ·_·, 

the amount:c:>(dámage (1."igure.1)/Int~rest_iilgly::a clear increase in cell proliferation 
, .. ' : ,.·:. ·· > :. ~ .. ·· .. _:·:~~::,~<:-:\\: .;~:.".~~;':iiH·{, :::.:;::''.:·.·::>.::,~ '''···\<:/_ :;: ~:-\:::>~_(:·:.'~ .. ~? :<· ~·.<:~·,,:·?>·~ ~·::· ~:._..-<• ' -

was obseryed}in;{~ll:,·C:ell';diriés)freated ,with}MTZ, "independently from their P53 
·. · · . -,._,·,<---~,::_~: ··)\t~-~r{i:··5~:.:i\J~·1~~~'t;-=?1;;~J)·:~i\~~-:~ :J,;~:~,:::::-~:~:;-_>/>:<:!,j_~r _·:-;. >.'·,:_/~ -:··<-:_:, :_ :-'.· .. ·~: ·, _ - : -

. status, :Whilé'iHlVIfonly,:iiidúéed,'an''incréased proliforation in cell lines harboring an 

.·. abn;j~~0r~~~liii;~~f l.~~t~:ff . ,~\ .•.•.;:·• .. 
Trying to tlrid~tsfati4¡Í{'.fh~!.~fféd:s:Ort~éU'pi~Üf~raÜon and the induction of damage 

·. :. : . ·f:- · ,-: :.~:,_::-:: !:'..:;;t':}.~~·:)~:~·.,\~/.~'?·.;::r;~~:~'·".;;;:,_~"!?'.-~f'.~?.~7~.:<··.j;;:.>'.-.\~:~,,:.r.~-~:·: >:_:_.:.~~-"-;'~· .. .-:::.~;\""'t::.~.::··?·· ;, -~---·"> ! .. 

in the: cell liries'~Efre):~l~t~g:.\yith:füe:resp,onse~of the P53 protein, we evaluated the 
-- :·: ·': ~. ~ '; .. '.·'_ < ;':' :~/ '""-,:\~~;{~; ~/!;~~·'f~::;1:t-:;.::~~b{,~::.1;0:.~'..:>·~~s~:~~yw ·.'t~:~~}"~-t ~ ~F< <,;;·:~~.~~<[~~-~~s.:; t: :::.: .. ':' :· · 
levels:of;:this';pfoteinúiffer'the'i;freatirient\W:ith';MTZ · and its metabolite (Figure 2). 

. · . ·· -'. · ..... :, -.. · .-.:_/;_, ;.--.~-:t:.~·;~.,~-'.~á;i::.;·-::;:~~;:_~~:~JJ:~¿,~·~.:l.:,;_ ~.,;.:(~0·~~!~·'."f:f:\}\'~:~~~;·¡~~·t:;) "?.~;~·)::~~-~rt :J:;>~1: ·_ · :-." ··: 
HeLa imd RK(). bfots (b6th\,W:ith'.ri6rmatPs3YaétiVity), show that MTZ treatment did 

.. '. -. ~ :-..º~.:~,. '.l,;~{ :·> ·{f ::\;,Ri~~.i~~-!:\~;i~~--~~~,:f~·~Jf.,1.~~~f ~.j~_~.:~-;~1~tYi~tí-;~;,;;:(~f:t,:~:}:~:&~i::,~~{é<~,.;'.i;:-\~ .. ; 
ncit result irii'atj.y;;iri"dticJidfi~óf¿the;prótehú;;Hówever, as also Figure 3 displays, the 

:;·.·. '· · ~- :::: ·- -:. ;~~:·:! ·~: /J.);;>r;:\·;,r.·7J;.~.~~J'-:-;~:i"&~~ 'i.'..~.~;:;:h~~::~: i.o,:l~¡~:~::.~.'.~-\,;,f/--i::~~/~.'~' :·!~;~g:·:::,'.;:· .~_.:'., -;:',< 
densitométriC'ana.J.ysis''.'ofi:lÍ'ese~dell'.Ünes tiéateá. \·vith HM did show a dose response 

fod~9fi~ifü~~i~~~f~~~~~~!~~i~tf~'.i~~?,·',6~Jid, this increase in P53 protein begins after 
1 h oftreati:fie11fi,W,ithí.íocY~ílM" of'HM, reaching the maximal induction at 12 h, then 

.. ,?.\ .. ··'.·\;":-·.·td'.·::::;~;,:~r .. ~~Y¡:~{~.{~:·?_:f:\·~)·:~~:'.~t(· ... ~~. _ · .. ··::·.~ · ... , -· ·· . 
theindl}ction;i~,1>.Ústairied to 24 h (Figure 4). A similar treatment with adose of 100 

µ11 ~tllYMTZ:-~i~'~:¿t·produce any change in P53 protein amount (Figure 4) . ....... . ,, '··.· .,,,,,,__. .. · .. ' . 

& e,Cpected'. no induction of P53 was observed in RKO-E6 with any of the 

· t~eat~~nts (Figures 2 and 3). In the immunoblot of C33-A which have a mutant 
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. •· : V ! ;, '•' 'o'.:'.~\l~;~~~~f ,tí~f i~f (¿;• • 

forrri óf1P53::trea e "" ·' TZ3andHts:meta o i e·;· we detected protein expression, 
. , : · · ·:,, '··~: ·-.; .:.h;:.\\'~:-T.:; *~~<~:~Y1~?~\~;;:0v.: :~i01f~t::~t'l?;:;~{~~:21r~-~~-t·;;:~~<--~~0~~;o/~~~~.::~%~r~l~.Hfü:::·s~:,'.:"~~~- = . · ··· · 

·.althougl{tlíe'íion~fuhcti6h'álfr'()(this'.próteiiún this cell line is known . . . ·. ·. '.~~~v~;~;~~J,:~~~"~f ~:·~:;'.•. . ... , ·~iV,4~; ~~;:~7 ... 
The results sí.iggésted(tha(sP53'; une 10nality could be a key element to support a 

~ ,,. ·.: ·. :. ... ~):~·:': ::l·¡-~:. )·.~:/··. ::;.:;-',: ·: ·.'-:·. ~·>;;~':':'~':,:,:::~:f~::«t<4it :;·':.~:·~?~·~y;~);':::~;.'~:~\:·:: .. :~::· ·. 
~·c~U prolife).'ation with ·~afüage,?4s~énario.Jn arder to confirm this hypothesis we 

int~od~ced.a normal· o/~:'~~t~t~~?;ig~{:fJrictional version of p53 in the Jurkat cell 

·Hne,which is h~terozygo\iiíb~f;i}i~·g~~}i~rie and thus non-functional, and evaluated 

the effects of MTZ ~ncell~iaJi1ª~ti?kfthrough [Hs] thymidine incorporation. As 

shown in Figure 5, the,trJ~;f¿~{Í8"~J:bf~·:·ri1Ut~nt form of p53 in Jurkat cells induces 

a more prominent prblifefiiiag(~~~~gh'~:~~:~fter tr~~tment with MTZ, compared with 
:- ' ,· '' .:'::,:~;-, :_·..-,._'.·::,.:_.) .Lt: :::~::~·-.<;(_!-~ ';·:.{{fi_:,~~~~-i :,;;~-;,· \'.<,;'~~:;" ';· :~·:;-: . .' '._ ·~ :'. ;· .. :. ' .. : 

non~transfected Jurka:t:ceIJs';'~i'~§!iV:erseI:Vi~thé'overe>•pression of a functional p53 

gene in Jurkat ~ells db~s ;~bt~~IÍ6\J~~Íi; i~··pibÜÍerafo when they are treated with 

MTZ, as óccurs il'i.Üíe ¡:)~rent~icelÍÚ~e. 
- ' -·.-- ·· .. - '' ·' - ,. . ·.·· -

,-_-,/_-'. 
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DISCUSSION. 

In the conteAi: of DNA damage,. ceUular_ checkpoints have a critica! role in the 

damage response and establÍsh;barrierst() pre~ent the perpetuation of injured 

genomes (23] .. P53,tu&8·~ sup~~éssbl'p~o~ein is considered a key element in the 

regulation • of;d1esei·s§~t~~f ;¡"pt~)'Í~g·:~ri i~portant role in the restriction of 

::;:~~~&~ii~ÜÓ~~;;~¡~~~~~(~~; :n::~:e7:~e::a~~1'.,~:"ge~o:~: 
. characteristic-of:~ancer. eUs[33]; ·.• ·•· ... · . 

Met~n?d1~W;~t~lÍ~h~¡t~~etabolite a.e eompound< that have the capacicy to 
pr~clu~~·a~·~~~~~

1

iª[Ji1~cr6:molecúles as the DNA, inducing principally breaks; HM 

Being:~~bf~'.Ai~i~~~fü6:~~dDNA damaging than MTZ itself [8,10, i3-15, 19, 34-35]. -. ,,:>:.--:. :<:·:·:;.>-' .. ~;~.~.: .. .tt'j/t;~·-.. :.~:\::;~·h::-');.,.·-r·:.::.;.,<; ::·. --·. _ --;- _ -__ . _ _ . · . -: 
Additforuilly;';botli;fy!TZ arid HM are able to increase. cell .proliferation,. although 

this1rú~bh~.rii~ci)_~ ~-?tweU und~rstoda[f5~1.s,dqf. ··>· :, 

. \·. . . ,,, >·' ': > .• . . • <:::>.r: :. ,., ::·.· ' . ' ;; ......... ·· . 
In the present ~ork, .we snow,:th~t~'i\1~z··.: ánd}HM. are ·áble •to ··inauce cells to 

_: __ •• • • • .: ~ • _ •• - , .,; : _ - • 0-> ·>:: ·'. · {,· ,·;:."f:·,·?:-.: .'·;~:; ·, -,.;·; .. 1: .. ~··::~~;'.:4\~,;:.:,.:.:::1r~-;),.¡·.~'.!~::;;_- .':~+-"" · .. ::.~".)-, ... r- ·-.~/· ';"':: -.. ; :.._:.::.:~ .~' :-:,:,':: :-,: . . _ . , . 

proliferáte with damage:';in)H~'p~~sence''()f~á Iiori.:fünctióI1a}':P53 · ¡)rotein. Indeed, to 
: ........ ·.·. -:.· .·_ ~·:: ;_. -. .. _. __ !,_ · .... ;~.;~~··/ ·:~::;-,_·.:, .:·:~~.;nP\·.?·'~1~~~~:~:·:,~\j;Stért .. ~±· 1.:.·~~t,,·;~~-~~r,.<:.}:.-.:~··. ·\;~·u_,~\~:'.'.-:··.:·>~~·~:-· ·:,··,1'~ • -· .. \t.··- : :. · · . · • 
demonstrate. the! role :af;ful1ctiónali:ty:~'of:p53; we '. transfeded Jurkat cells with 

::·. . . ,' ·. __ . ....... : _;,-, ::·_ .. <º/.'_. /;>_,::f ~~,·~i~-t~~:_;~-~~'.(;::~;.:_i:\iy~·:~~~~~~:~{;(~:;.:.~~ :.!-:·"~:,-;, ~~ .. .:-···: ... ~-_ .... '.: ' .. : ...... , ::: .'. --:' :_ 
fúnctionaland n'on'funétioh'átversforis óf p53cgene (Figme 5). Parental Jurkat cell 

·:. ~-- . ·. -... ':· :'._:· -: :.:-. -.--~·.::;-/\-:.,_~~~-·.,.~JSc~~~--~.-::;;~;-\\~ó~f.~~~"}!t;::~<*.::;~!:'.:'.;::.:,~-º:.'~~:. .. '.~:-:_._~:1::::.: · . .- >·. :: ; '· · : . ~ 
lirie has a rión•fünétfonahBs:fJ?roí:éiil'sfoce they have ·a dominant negative point 

·~ ,. :. ;· :: '. <. -~:~·-:_/.\\~/~·;:'.-{::·;/'. ~~~Si~{:·}~~f~~.,;!.:·<:;·~~::·'. ·i-~::::s~~~~i.<:_':\1»\~- ;:.'.. · . '_:-_ :'. _'. , . < < .. :", 
mutation in orie·anele:thaticciritrarrestthe wild·type activity of the functional allele 

·_.: ., ·-·.: . '._:': .. ·,. '.-~\ ~··:::·\;~·:·:;.:-~~~}:¡}i'~~~{1i~~tL:¡¿:¡;~~/)'.~~}~:~:~;~:[:.~,~:-,,~':·,(~-~-~- .. : . ·. . .. 
(46:'47); After''DNJ\''.';q~ú'rj,ag~¡\t,f)trá.merizatiori of P53 monomers occurs; the 

.·. .·::-- ,~·-', .,"'~:~··:-.:'.:_<::<:·N~~·i1-'t.·ttW;·,,_-~~:.).~~:~?'.··~.:·.~::.?~·J< .. -: .~- ,._.: _,.: 
transfection of mutantor'~Id%typ:eyersions of p53 genes produces an unbalanced 

conditiori in the ~lig~r[i~~iiafÍon!fo~" P53, ·· ~esulting in a full mutated P53 or a 

functional P53. respectiv¡l~.;·,~Ih~ri;y\Th~n wild type P53 gene is overexpressed in 

Jurkat cells and so its [li~6ti6~~1'Í~i~:re~t~red the DNA damage induced by MTZ, 

can now be detected andtc,~Ii B~C>Üf e~ation is restrained. In contrast the in crease in 

cell proliferation ind~c~~·~{iJ%i'í'~ potentate by the transfection with mutant p53, 

which dueto a mutatÍ~r(Ídli'b·f~p~t 273 (His by Arg), cannot bind to DNA and thus 

turn on the arrest of¿eif~f~lif~ration. 

..-----------



. . . 
' . . . . . 

Furthermore,.llsiri'g·theisogenic cellular system RKO/RKO-E6, where both cells 

have .a wild type ~sj,: but the presence of a viral protein E6-HPV16 in RKO-E6 

dismpts ¡:>53J\lricti9n;\~e~observed that MTZ and HM increased RKO-E6 cell 

pr;lifer~tiC>n:~~yfth:Ie~~the damage they present. In contrast in RKO cell Iine the 

·· indu~tio¡~<6}~~riJ~'ié1J~ HM treatment did not alter the cell proliferation. 

· . : .. ·· · .. : •. : .. : :~';;){E~·rt·;]?'\;{\§;Vi;;.l·;·i~L·: ....•.•.• 
·Actually;~Ji:freviotis1,~works~ have demonstrated that in cells with functional P53, 

- .· --.-:: · -:. , ~-, -~:-~ ':.~'. ?~~,:-{X~tff~¡~~-~;i~~-i;::fa7~:~?:1::/"''~~~"-::_''.- ~---:,-::> · 

iricludiilg.RI(q(éeII§;1¡the';'éetopic human papillomavirus 16 E6 expression leads to 
:: , .·:._~-:. '. >., :,:~:,«::~:'· ~">~~:~l>i_-.,:;,_~;_·:·'iz1~C(·~:'<-:~ ',J_' ·. :-~·:. -'· .. · . ' 

the'totai'ab·~g~~í,'ióil·:tif'.!>53 functions as transcriptional activity, cell cycle arrest or 

..• indµc~~~~~~f ~lf t~t~t:37] ..... · .. ·.••<·•>. • • ,;_·· ... 
HeLa cen:Hnéis'ápártictila)::casei.becaí.Isé7álthoúgh'ithas a wild type p53 gene and 

- ;-_-, -- _.-:._:~-~z'.~ e\:<._::_;;.;~~, :~:,;?.:,,·ff?i~t:'.v;~;:::: ~-'-~.::~~_. <~-/-·;;_'-:<-.;> ·~~:~;:":~ ::-,'".~.:::?.:~X/;:~:f}~}:~(\·:~fü~~>::<~,.~; · \.~.:'. · .. 
a funcho.nal ;pr:9!~1pi'.i,!!;~~¡:i!1f~c.t~ci~:\:"Itli:iJi~ma,ri,i'P,áp1lloma virus type 18 (HPV-1~) 

. and t~er~·-~s''{~~~5:~~~&~~~~J,~~t§~§;,{~~~[ft~~i1g~~(i~f;,,~~~·'.~rotein are abrogated totally 
· or not[36, 38..:39]~?,Re'ceiiféfe¡:)Orts?havéLderrúiiisfrated that in cervical carcinoma 

.· · ':~ ¡ ·. ; .. ·;~· .<·l~~:?:L)~ .. ~~:,;:·;;~f't:1:).·?Jii·~t,'.~~~.~\y,;~~·'·-::'~~~:/-':~{r:f:'..~~.:~~.~::;~.:': :'.\ >:/ ·.:t~:::<.;;-i- 1 '.~·1:.',' .~:·· -
celUinés expressii:ig:E6.'fioníthéir,riafuráJ;pi:omoter, including HeLa cells, there is 
· ·." ·:· . ::·,·:·-.-·_ .. .-:~~~.:.: j;·;~f:,.~"'.:.~~"~~/J~:;;:;:·::~·:.~::~-... '.r.:~~1,~ ::.:1:: ::~,:.::::.:·:-<?,·:.~.-.:~'.:·· -,:;:,~.:~:>>?;-.· ·->~·,·"·'.·· :,. :;t . . : · 

a residu~.l ~ld·ff)'pe.;P§á a.cti\ritY:[4q-41] éyériafter DNA damage (39]. Our findings 

.. ;~;;ji~~i~~~l~lt :~~Tf ~~¡~¿l~~~:~~,;º:t:::'.~a ::~P:~1'.~e,:::·::~::: 
inc~~~~~d~·f.EÍ~~~f~áj~(t~Ís ~f,P53\Vere ais~ observed by the treatment of cells with 

·actil1~~y§i .. n.•• :B;\~:c:i~· ,. · 
. '.·~-·. ' ,, .. ,: ~ .- . 

. ;:.:¡,; ·'.:) .. : . !>.~~:.",;_: .. ,;-~_,(. ~.·:,::,".:. 

In. ftiricti¿I1~}'\p5~·~~ells the treatment With MTZ resulted in an increased cell 

. ~rolifér~tio~f'Mílici~.t'.the Ínductio~ of DNA damage nor P53 activation, while 

parad6xi:~liy\Ji·~·t~~~t~~rit withHMinduced a dose related increase of MN and of 

,;.t~~~~~~ltti~~~t~t~~~f~::x::~=::::~::~:e~:.¡~::;;:]'. 
' < c1isruptiori~óf}miqrótüBul~s'.'.[42Jand lack of chromosome segregation at mitosis 

'~·. '. . -; ·: ·: ,;'. ·,:. ~::-:;> : ~'.>:: :'_,'.~''. .. \i:~~y:.Io..:·,.:·.::~/~.'e:.~Y:f.~>:~1,~.~::~·.:; ~:! ;\ ~.' ,\ . '.. · 

' • [4.3]. J.\.C:~CÍ·~~ifrgly,w,¡tli·ourJda:ta t}¡e former induction of P53 by HM, suggest that • ::~·;::o~f 6:¡:~!f :::!':ti~:p:~d::~:~~cl::•::~e ~:;,::e;~: :c~:.:,1:: 
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·. . . .· •... · .· ;;.~·;í.i'F ;:~~~~~~1,~;~~;:,;?~ ~+.· ::";·: ?~; ;~ ......... · 
· followed ,by ce ·.cyélé'farrest[42J; 'üür:data indicate that early and late induction of 

' ~' '<: .: --·:'. : ., . -~:- .·'.;-,1:~~·,>~-\~~-~::f~;_)-··~-i~~'.·_.:1_!~~?/;;~~;;;~:-: ':·:;;~-.~; .. :~ : ;;_~:.i~; ,(_/.:;:·(:\ '.:; ~ ·.· 
P53 coúld be'i:efate'd:,\iitlfdifferéI1t t.YPe of damage. 

~e~iff ~~1'~~~{~,1''.~~e~s of MTZ and its hydro>ylated metabolite could 
bé due fo tliéidrifririsic'struetural and molecular characteristics. HM presents an 

· --:~: ~--- ··-:i_,_._:.'.:··.~~~,_~:;_,:~·'.f;~r-;-~~~-W~~;'1f0T~1.11tr:;~,?:t~:·,:;,<::'·t:. ·: ~-, , 
additicmaI•!hydrO>..y(}JCOf-I)group making it more nucleophylic than its parental • ~~~í~f ,~~,~~f 'F:•:~::\~i~~~:S:,~;~t than MTZ in indudng 

" In, su.mmary;~;,,,,, .. ~e>l:is~ryecHthatJhe_:n!Jn.:.furiet1onahty of P53 tumor suppressor 
.·: ·i':·· -~··_'.+." _-;::- _ /}:·:~ .. ,-~,. :.1_>:;_:,~: .. ·t~ ._:~-;~· .. ;;~~~:(~'.f~F~;:-~~~~;{~{;~·.1~:'.\:'-'~~-~-·-(:r,!~;:s)\~:Jl'.~:{~:';;'.:·!~~;.:;n·:·~~:{;~::;:-?~) ,.:~\:.;1~\j .<\<· ::. ·. /. ·.: 
.> proteiri r is éfüJ(ey;"fador'.1thát'úillows':icells~,tO)stippórt ·.a high rate of proliferation 
.· / ;._ -,.:>:::·~. ·;:-,.fi·~.",-· ... ~~it?··~{!;·}0:~ ... ~tr~~t.f~!~.:~2~:~<:;;!,t::::<i~ .. ~'.<?/·~:;~\r.\:!.r: :~~~~;':~~:?).:.;-:,;;_~:,: ~{;+~:r:::·;~--~r::'~.~:!~:~~ .- ... ·;. :: . · · 
·:contaiiiirig:~'lárgeafrfount'o(dáiúage)iriduceaby;MTZand HM. Further studies are 

?, ~·-!~ · ! ~-~:¿~::i -~,~~~~ ~:,·~i': ~.~i:.-dr~;-~~) ;~t~~~}:~~~~T,:f ~~~~~~:.;~~Et?r:,~r;:,i;{:J :::ih~~1/~~t.?i)/.,t ~:r~: \{;~~~1f ~~;~;~f !~·:.:::+<·_~:.:; . '. ·:~· • • 
:';. , ·, needed/,to·rde.termme~ho.w.11.M~Ziand;nts'•imetabohtes alter the cell prohferation, 
. , : , . '. . . ~~ :; ~~. ·_ ·: .. :.~ /: .:·='<-~~·?\~ ;~~.;r.~.~·.?ritfu.~;~~~~;_:~g:i~ :-:~~~-~-:¿-":::i~;~~.~~.t-t /: ~~~;?:·{f ~~~:~:,:.~~.t~·:(~~~;·~~:ft.>:: ;:~·-~ '.~.~·~\ ,... 
· · r· · :'whfon ofthe'"celtcycleYplíases''iS¡involved in'this'arrest and which are the molecular 

O' (~~;~~'¡:::~~:1~~:111~r1f :~
1

:::
0

1:dications "'º incr~sing, 
···•· ··. · altho\igJi~;it~}p§fantial '{C!arciilogeriicify.:has .•.. · not been discarded. Our data showed 

.: -,::··,:>·"·~: .. ,'.-:.-·:'::·:<':··.'~~.;;::'.,t:,::;,:·:·ti}f1:.:'i}?:·\:·,:.:.~'-·::~,,-~~~·::.~.~ _;.;," :.- . '._ ·.~ -< . - ·. - . · 
· '·that HM'is'Ji.bie'toinduce the expressiori of P53. The induction of P53 has been . . 

proposed as a biomarker of carcinogenicity [44], thus HM carcinogenicity requires 

to be further studied 
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FIGURE LEGENDS. 

Figure l. Effects of MTZ and HM on .cell proliferation and induction of micronuclei 

in cell lines with functional and non;.fu11cÚcinál\P53-Protein. The percent of 
... - . ':' .''.' ·:¡:;~:.:,:·:·. '(< ' ::·:.¡~.-~·<<·'..,:< ···,/ ~ ''\.: 

polynucleated cells after MTZ and HM:treatme~tar.e .showed in bars. The data 

represent the,_ me~n ~,;~;d,·,{~,gci~~~~~~.~~\;i~i;~~i:~:G;:ex?~riments. * p<o.05 versus 
control. Lines.repre.sentthe frequ~ricy,'Of~élls'}Vithinicronuclei (MN) after 24 h of 

. . : .· . . .. --.~·-~·~ -~~-': --~-~ ;;:~·:~.~."":-;· :.'.º~~·:~?:,<:·-::':=-:,=:!.~Z-~~; . •_ ~:·:~Z!_,,:;'.~-!~~~i';;:;:~~' .. ¿f¡::Y?:?.i::~*~-~~ ,~~_-;:\. -;-
trea tmen t.\~. MN Xwere.é seo ...... •"••'llf?iií"{duplicate in three independent 

·>· · -'>f:r : -,~·:·; .. ·:'.~~~}~.f'.;~·3~(5~(-~).~-~~~i~i~~~;::~~~~~(.})Vi{1~1t~I~i~ . _ _ _. ~~J~:Í2~~~~~t~;~~L'. 1~ ~-> 
expérimerit; eaclidfa:r;fé réseútmg\t e aveiagé"and standard deviations. +p<0.05 

.·. ~~~.~~ ~~~}~!¡ ,jii;~~v:~:""'!,. < . . 
: ·Figure 2: Effect of;MT •anfüHM:con' .53;·response.m p53·funct10nal cell lmes: HeLa 

;··: .. aria'."~·~ggt~~~;~,t~~~~ti.~~~~~'.~~Jág~~~~A~f~~1

ij~f¡:iFs)f 1ff:~~.g~~~'.J.··•• 933~A·_.· .. ·• and _RKü-E6. 
Imm unodé,te~ti_c)n ';óf,) P, 53.',\;ás'.:c:ar.i:ied ón},by .. w~steinJ:>lo~;· ActiÍl · irrimunodetection 

, · · .. : _ · .. -~>- .-·; ,;_ ~-· :-. :. :_~_::._::~.--,~:t~:-~: .,::'.~·\''_;~-:f~ :~:y~:~.<~(:_,:.:!.~~-:~'.:.,J;.~·r·~ :··:?1 ~'_:'.':»::+:-,_~~··?:··::: >; ·;~;.*~--:<~;">.:- ~ ~-1:: '.;;.::~'.':~t-;\?:.\ :¡:,_,_: ·.:;-;;·· ·.:·· :-
was u.sed_asJnt~rñal;córifrolin'é,ach experiment.A~tinomicyriO(AMD) was used as 

positi~~-: c~'.n!~~t.--:1'~i~t· i~ .a ··~eiJre~el1t~ti~~ . expe;iriierit ; oi · three independent 
,... . .·: ;:···. ''.. ·~·J_;(:" 

experiments .. ···• · ... ··.• · 

Figure 3. Densito1Iletric analysis of Ps3re~ponsein HeLa, C33-A and RKO cell 

lines tre~téd ~t~ MTZ arid· HM.•'.The data 'fepresent thé mean ± s.d. from three 
, • -·. ·-, ::..:.-:e '/ ':',.· ~.~~- '' ·. ·-:;- •; . '.:•: , -·>-' .-, ··,·;,_< - /<·.· Ó :, .:- ' :: ·,<'.. · ... :_~ :L-;· --. ' -· • 

separate'exper~rri~?t~.: .. *P_~.·. o:os.•_>v_;,:e. rt~s.;~.0~1yoL · 
, .,. ,_ . - '• ,·,,·,:;.; '«;1·'' 

;;. f fJ~~~~,1~~-~~l~f tliif jf d~;~i:f :~ .:~ ~~ed:::: :;:e::~¡= 
' -'\'A}:Immunodéteétioií/ofiP53•''proteiri response after drug treatment, This is a 

~-\'. . :).·.:.··~-~: . . · ·:·:".•:.~ .... . :.:.5", ':' :~(\'.·.<·1:·'/.:\~~"·.~.<;<' '.:-)i~\.~f\:,:-,:,:,,;:'2,<·-"c..>::.':''. _: .. _·: 
·é; .·.. represe11tativé·~xperiment:of'three independent experiments. B) Densitometric 

. . a~~l~~Ís Ú '~si~~~;~~i~:(.fh~";aat~ represent the mean ± s.d. from three separate 

. · experimá~ti. *P<():º~ ve~su~ co'ntrol. 
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_\, },.\f).~:}~t'i_',~\~;~·~~:~~ri~1·/ . . F• . . .. ··· ;,? > · .. 
Figtire'5;:Effect!of(MTZji:m,éeU proliferation,iñ Jrirkat cells transfected with wild 
:-:: ·~ · .:'~~·.{.\"·F'·::-/::':;ü~\,·::~-~~.v;:i~ .. ;;:\~\~~\:~~.~\f<i·.~~-?J:~~>:·:~~;:~!. ~:'.;,'<···:: : .. :. · · · · __ · _ _ ... >'· ''.·-:, ~\.::. _.-.... 
t)rpe: (pcD1'(As3)f an'ff'.niutañf~ps:f (pcDNA273rafter, 24 h of treatment. Cells were -:·:··: > ::~;-~~_-,:. _::/_~::~::\r-~: .. o.;·:i'.}~~-,¡;y;~~~;.:~;.·;r~~~-:~~~l0:~-.:~;~\;:~'. ;_·, ·,\. . -- ··. -~, \ .~ -: ~:;'.~;~.~:_i_~::,.:,,,: '· ' - • 
transfected by;électroporat1on and cell prohferatlcin was evaluated by mcorporation 

· ·· ~f [~I-1J.:t~~i~i·~g--~J1~·~*~·;}aifa repr~sen1: t1ii mean ± s.d. from two separate 
·. ,'. -'>. ··.:· ·, 1.:· '. e:··· 

experirrients; 
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Table l. Functional status of p53 in cell lines 

p53protein 

Cell line p53 gene status Codon affected functionalityº 

HeLa* 

RKO 

WT 

WT 

. RKO-E6** WT 

mutated 

, Jurkat -. . mutated 

+ 

+ 

273 

196, 256, 259, 260 

>º $igns:f and -- refersto normal oraltered function respectively. 
,.>:; I~fJdf ¿d~th:lIPV~iS . . . . . . . . . . . .. . 
···· *~ '.'fratl~fect~d \\'Íth E6(HP\Tl6) 

:.; 
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Table 1. Human genotoxic studies ofMTZ 

Subjcct of study1 

15 patients ofCrohn's 
discase 
DBCOS~ of 22 patients of 
Crohn's disease 

10 J\ITZ treatead children 
10 hl'ahhy \'oluntccrs 

2 hcalthy voluntcers 

Onc mluntccr 

10 hcalthy \'oluntccrs 

13 MTZ-trcatcd paticnts 
10 fcmalcs with T. 
uagina/is infcction 
l'llN stimulatcd ami 
unstimulatccl lymphocytcs 
trcatcd in vitro 

Human hcpatocytcs 

12 healthy volunteers 

' See text far dctails 
'l'h~1ohrmagghminin 

:1 Dnuhle-hlind cross-o\'er 
stnd\' 

Assay pcrformcd 

CAinL 

CAinL 

CA in bone marrow 
CN•inL 

CA and CBMNª in L 

SCG• !;; pll=10 

SCGLpH=I3 

SCGLpH=13 
FADU1 

FADU 

AET9 and QA10 

CPK11, RI12 and SCE•3 

·• Sil;gle Cell Gel electrophoresis 'come!' 
; Lympho~1es 
'' Chromosomal abcrrations 
1 Fluorescencc Analysis ofDNA Unwinding 

Rcsults 

O in CA frequency compared to healthy controls 

No increase in CA after treatment as a group 

No increase in CA after treatment 
O Chromatid and isochromatid brcaks 

O Pcrccntagc of cclls with abcrrations 
O Frcqucncy of chromosomal abcrrations pcr ccll 
O In both assays 

OTail momcnl 

O Tail lcngth I day after treatment 

No DNA damage after treatment 
D DNA ssb•4 immiediatly after therapy 

O DNAssb 

DNA fragmentation and unscheduled DNA synthesis 

DCPK 

DRI 
No change in frcquency of SCE 

8 C)1okinesis blockcd micronucleus technique 
'' Alkaline Elution Tcchniquc 
'" Qnantitative autoradiography 

"Cell proliferation kinctics 
12 Replication Indcx 
•3 Sistcr chromatid cxchangcs 
·~ Single-strand brcaks 

Comments Refcrenee 

Sorne of the patients were concurrently [42) 
treated with sulphasalazine 
Severa] individuals showing large increases in [43] 
theirCA 

[72] 
Linear correlation bctween chromosomal [73] 
aberrations and rcplication indcx 

[41) 

Thc gcnoloxic cffcct was rcduccd whcn S9 [74) 
mix or antioxidanls such as 8-
hyclroxyquinolinc or vitamin C werc added to 
thc incubation mixture. 
Invcrse correlation bctween DNA damage and [36] 
MTZ plasmatic concentrations 

[37] 
[35] 

. Doses of 31, 62, 125 and 250 mcg/ml [75] 

Marked interdonorvariation in thesensithity [76] 
to the genotoxic effccts ofMTZ: 

[40) 
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