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Resumen.

El metromdazol (MTZ) es uno de los agentes antlpara51tanos y antibacterianos mas
usados en el mundo' No obstante, su potencxal genotoxxco y carcinogénico para el

ser humano es. Estudios previos en nuestro laboratorio mostraron

que el MTZ al'mismo’tiemp de 1ncrérhehtaf la proliferacion celular produce dafio

al DNA en’ linfocitos de . mdlwduos tratados con el medicamento, ademas de ser

ewdente ﬁn | } ta,mdlwdual a" dlchos efectos. Dado el papel que tiene la
protema supresora de tumores’ P53 como guardxan del genoma” se propuso que

MTZ pudlera estar alterando las. funmones de P53. Con el fin de entender estos

efectos as1 como la respuesta 1nd1v1dua1’ ‘valuamos si el MTZ y sus metabolitos

produc1a dano clastogénico, 51 actwa ‘a P53 asi. como la relaciéon de estas

respuestas con la capac:ldad prollferatlva; y' a susceptlbllldad individual, para lo

cual se realiz6 un estudio ex. vivo on Imfoc1tos de individuos tratados con MTZ asi
como tamblen cultlvos de lm C 's*humanos y de lineas celulares con diferente

estado funcwnal de P53 que ueron: ratados a dlferentes concentraciones de MTZ

1nd1v1dua1 los‘ efectos genotoxicos del MTZy sus metabolitos.
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Abstract.

Metronidazole (MTZ) 1s one of the most used-anhparasmc and antibiotics drug in
the world. However 1ts genotoxm and calcmogenlc potential for humans is under
controversy. In a prewous study done by our group, we observed that in
lymphocytes from 1nd1v1duavls treated with- MTZ, there was an increase in both cell
proliferation and the amount of DNA damage. Additionally an individual response
was observed in these individuals Sinee one of the roles of the tumor suppressor
protein P53 is to be our genom'" guardian” we proposed that MTZ could be

altering the functlons of P53 : n orde‘ to- understand this effects as well as the

1nd1v1dua1 respo 'se nd 1ts hydroxy and acetic metabolites

could be produc amage could be activating the P53
pr oteln and the re atio] e elyllproliferation capacity and the
1nd1Vldua1 susceptlblhty, .We i'o study with lymphocytes from
1nd1v1duals treated w1th MTZ ‘'of human lymphocytes and of cell
’ hnes with different P53 functlon ed' thh different doses of MTZ and its

metabolites. Our results 1nd1cated that MTZ iand its hydroxy and acetic metabolites
- produce different: typesf of: DNA' damag; 1n‘human cells, as DNA single strand

breaks and mxcronucl his damag resulted' in the increase of P53 protein levels.

Although MTZ d1d not altered:directly theactivity of P53, our results showed that

that partlelpate in 'ell_ cycle and checkpoint 1egu1atlon must be involved in the
individnal?_‘s"u t1b111ty in the genotoxic effects of MTZ and its metabolites.
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I. CICLO CELULAR.

El proceso de la prohferacwn celu]ar es la culmmaclon de una serie de

eventos que permlten que una celu]a se dwlda como resultado de la citocinesis, en

dos células progemtoras que tendran la misma informacién genética que la original

,'restos eventos estrictamente regulados son lo que

ular.. La pérdida del control del ciclo celular puede
‘ rtede la célula o bien, la proliferacién desregulada de
pI‘OplO del estado canceroso. Hoy se acepta que una de las
caracterlstlcas _basmasdé las células cancerosas es la pérdida de la capacidad de
controlar su cremmxento y divisién, las celulas malignas se dividen cuando y donde
no deberian- hacerlo siendo el resultado de su proliferacién desorganizada la

formacién 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: Gy, S, Gy M (Flgura 1). La fase S es el periodo de sintesis del DNA,
durante el cual a,’_partl de una c: dena se orlgma una segunda copia del genoma. En

la faseM o d

as de DNA ya como cromosomas condensados se

s células hijas genéticamente iguales. El tiempo

y: otra se denomina perlodo de interfase. Los

encuentran life aci’éﬁ'denominado Go, en el cual el metabolismo principal de
' ] diérﬁinuido, incluyendo muchos de los procesos usualmente
_é,:transcripcic’)n y de la sintesis de proteinas. “In vivo” , la
élu aé de los mamiferos estan en Go (Ford y Pardee, 1999). La falta

le crecimiento puede causar la salida de las células del ciclo y su



ento a su vez, puede inducir

Jocalizaci : d1ﬁcac10nes post-traduccionales y la interaccion de los
cmhnas"con proteinas inhibidoras de las cdk conocidas como CKI

por sus 51gla en 1ng1és (Webster, 2000).

complejo s ‘cdk-

13
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Figura 1. Diagrama del ciclo celular en los organismos cucariontes. Se muestran. las
cuatro fases del ciclo: G,, S, G2 y M, ademdis de la fase de reposo Go. La progresién de una fase a otra -
esta regulada por la interaccién de los complejos ciclinas-Cdk; las ciclinas D estdan implicadas en G,,
las ciclinas E en la transicién de G, a S, las ciclinas A con la fase Sy en el paso de G, a M, finalmente
las ciclinas B estdn involucradas en la transicién de Gza M. Se indican los puntos de control del ciclo
(Tomado y Modificado de Graifia y Reddy, 1995). "

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

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

- (.1 termmo de c1ertos eventos debe preceder al comienzo de otros. Por ejemplo, la

letarse antes de que la mitosis inicie para asegurar

v pla completa del genoma. Dentro del ciclo celular

ig anéia o control (conocidos en inglés también como

emsten una serle'de fases
: checkpomts) para asegura que’ el orden y el tiempo de los eventos sea el correcto

14
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;.blen a la ehmmacmn de las- celulas

'Wndes y Murguia, 2000). Estos puntos de vigilancia

(Stewart y Pietenpol, 2001,

de’los cromosomas durante la mitosis

01) (Figura 1).

i6n de estas fases de control tlene como resultado la inhibicién o

a progresién del ciclo ce]ular para permltlr la eleccién entre distintas

a c1toc1ne51s dlferenc1ac1on .entrada a la fase de reposo o

atenma o hasta que las anormahdades g sean reparadas correctamente o
‘danadas ‘a través de la activacion de

mecanismos de muerte celular (Hung et 996 Lowndes y Murguia, 2000).

La transicién de Go a Gi.
El control de la prohferacmn ce]ular e ]os eucarlontes se realiza primero, en

la transicién de la fase Go al estado en 1v1$1on ‘activa por los mecanismos de
transduccién de sefiales a través de los facto,es de crecimiento y segundo, en dos
etapas de control dentro del c*clo celular de las celulas en divisién: uno en la fase G,

tardia- que dlrlge la entrada a la fase S y otro en Gz tardla que regula el inicio de la

mltOSlS (Pard

os factores de crecumento con sus receptores produce el

15



lidad“los detalles acerca las vias de

‘activacié e crecimiento.

l_ulaS'(ﬁbroblastos BALB/C 3T3) cuando

ys‘ohf‘cif]ltlva S L1 tran‘e ta ‘oA llamado Go en cual el crecimiento y la

esfuerzos por estudlar 0 . 0S¢
llevado a la 1dent1ﬁcac1on del. factor :’de‘ respuesta del suero (FRS) como un

participante 1mportante en el proceso de la activacion (Treisman, 1987).

La fase Go y su relacién con la inhibiciéon del crecimiento.

Poco después de concluida la mitosis, las células tienen la opcién de entrar
en e] 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 c ] la' n 1m"ento y las células en reposo (Williams y Penman, 1975).
' aqtores de crecimiento del cultivo celular, como la
,:las células entran al estado Go. Los genes que

" especificament expresan en estas células en Go son de interés especial debido a

su uso potencial’en’la supresién del crecimiento de las células tumorales, como por

" ejemplo 0s genes. gdSI y gas2 que codifican para proteinas localizadas en matriz

16



nuclear, citoesqueleto, membrana celular y la red secretoria (Schneider et al, 1988;

* Manfioletti et al, 1990).

La transicién de la fase G; ala fase S.

Los elementos responsables de permitir que la célula pase de una fase a otra
son una serie de proteinas cinasas que se activan y desactivan unas con otras. Las
cinasas dépendientes de ciclinas o cdks son las responsables de fosforilar una serie
de substratos necesarios para la progresién del ciclo celular. Los niveles de estas

proteinas no ?arian‘:‘durante el ciclo, sin embargo sus actividades se regulan por

sus zintérak:t:i nes con - otro - grupo ‘de -proteinas denominadas ciclinas; la

: ;caracterl 'lﬂde las c1clma' : dacién proteolitica casi completa



i':ve.]emplo permite’ ontrolar para controlar el paso a través de la fase G;, y Cdkg es

n las células de mamifero también puede controlar

‘(Arellano y Moreno, 1997; Jonson y Walker, 1999;

pbnden a las senales de proliferacién y su expresiéon es

1on' de celulas a traves dela fase de S. La expresmn del gen

actor Oct-1, importante en la

del DNA y especi

cktiva’r' los origenes de replicacién (Iguchi-Ariga et al,

‘La fn"oteipa_in',:e_s una de las piezas centrales en la progresion de la fase G, a
la fase S; en la fase Gi temprana, esta proteina se encuentra hipofosforilada y forma

18



:.DNA (Wemberg,

1995b). Parece que Rb .tamb1

transferencia, respectivamente (VVhlte,1997).

El punto de control de la fase Gz/M.

La transicion de G:/M se caracteriza por yélféfaciones estructurales muy
evidentes en la célula. Estos cambios incluyen el desmontaje de la membrana
nuclear por la despohmenzacmn de la capa lamlnar, el empaquetamiento de la
cromatina mterfaswa ‘en" los cromosomas mitéticos, el ensamble de la red de

-act cambios como el desmantelamiento de los




0 porvp cdea. (o Cdész en células humanas) y por las

‘«»Clchnasfde ‘tipo B ‘es” responsable de actwar todos estos eventos de la mitosis
' ,'regulando el punto de transicion Ga a M (Moxgan 1997 ; Pines, 1997; Lania et al.,

1999).

EVENTOS BIOQUIMICOS ASOCIADOS CON LA PROLIFERACION
CELULAR.

La regulacion de proliferacién celular ocurre a través de la activacién de las
rutas bloqumncas medxante la 1nteracc1on de los factores del crecimiento (o

ptk"re" en'1a me mbrana plasmatlca. Hay diferentes factores

rmtogenos) con sus'T
de crec1m1ento :po ejemplo, el factor de crecimiento ‘pldermlco (EGF), el factor de
ag C 'rec1m1ento neuronal

, ntre otros. Una sola




mucliaé 'mo]ecllfi‘la:s‘”l de ‘AM.Picﬁi(':li‘c (Gilma 984)En los 1ltimos afios al menos

ocho isoformas de adenilato ciclasas han'sido clonadas y expresadas.

Las:mutaciones.e

as proteinas:G-ocurren’ en -algunos cdnceres humanos,

21



(Persons et al 1988)

FAJgu'nas células cancerosas sobreexpresan ademas de algunas oncoproteinas,
los receptbres transmembranales o las proteinas G mutadas, por ejemplo,
GIP2/Ggiz, Gma; GSP/Gas, Gag (Michaels et al, 1994; Muca y Vallar et al, 1994).

as (Izume y Maller, 1991). Ademas,

" fosfatasas tras las interacciones

22



II. P53, EL GUARDIAN DEL GENOMA.

ESTRUCTURA DEL GENY LA PROTEINA P53.

Si bien los sistemas de vigilancia en células de mamifero estin conformados
a diferentes niveles por un gran nimero de proteinas reguladoras (Figura 2), uno
de los elementos mas 1mportantes en el control de estos sistemas y de la regulacién
de las sefiales que ah1 se transducen es la proteina supresora de tumores P53,

nuestro guardlan de 'genoma

dentro del primer mtron de p53> yseleha elacionado con la diferenciacién celular

(Relsman y Rotter, 1989, Relsm n'et al.’, 199! ).

El gen’ p53 hur’r‘lg:rii_)f_codiﬁca para una proteina de 393 amino 4cidos. La
proteina se ha vdivididd‘ﬁ_i'ncionalmente y estructuralmente en cuatro diferentes

23
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Detencion del Apoptosis <= I'ranscripcion — R;f;f:g;"

ciclo celular

Figura 2. Cascada de seiializacion y proteinas 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
extremo amino terminal (ammo 4cidos 1 al 99) esta contenido el dominio de

el cual ‘interactda con la maquinaria basal de

activacién -de la- _transcr1pc16 B
» “para. qtnndady de la proteina P53 como factor de
;s’té“funcién esta regulada negativamente por
pféfeina hMDM2 a través de la interaccion
_5':3“('Stewart y Pietenpol, 20001). EIl extremo
entre los aminoacidos 64 al 92 una region rica en
prolin:}\s;fs‘_‘ : ehéia PXXP. Este dominio es necesario para que P53
realice susfu :pres'or de crecimiento (Walker y Levine, 1996) y se ha
propueSiﬁé‘diie: ‘:é"dévh_tro del mecanismo de especificidad de los genes que

| _TE 1S CON 24
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; vavn;ai ser activados transcripcionalmente por P53, por ejemplo esta regiéon no es

: néce'saria' para la activacion de los genes p21 Wafi/Cip1 y bax, pero si se requiere para

' :',;:la actlvacmn de p1g3 (Venot et al. , 1998). El extremo amino terminal de la proteina

""T'NP53 presenta numerosos reSIduos de serinas y treoninas; aminoacidos que se ha

' "‘i:"demostrado son 'sujetos .a fosfonlamon .como parte de la regulacion de la

wrurff_u_nc‘lqr_la,hdad de P53 (Meek, 1999), de la cual se hablard méas adelante.

Lastiaise: G binean
R NTE R 2 BUR ALY AW R LT Cteprr et gt
oen AL

frosas (v livewrezy

it i v

Figura 3. Dominios funcionales de la proteina P53. En la figura se muestran los
. principales dominios y modificaciones en la proteina. P= fosforilacién; Ac= acetilacion;
Ub= ubiquitinacién; S=sumolizacién. En niimeros romanos se indican las regiones
conservadas asi como con las fechas los principales puntos calientes o hot spots de las
mutaciones. SLN= sefial de localizacién nuclear; SEN= seiial de exportacién nuclear.

El dominio de unién especifica al DNA de P53 ocupa casi 2/4 de la proteina
y se encuentra ubicado entre los residuos 100 y 293 (Bargonetti et al., 1993). La
importancia de esta regién estd dada por el hecho que mas del 90% de las
mutaciones'que i_xihébilitan la funcionalidad de P53 se encuentran dentro de
dominio (Nigro"v etal. ,1989; Kern et al., 1991 a).
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P53 Modificaciones covalentes como; osfonlacmnes y acet11ac1ones sobre esta

retemdo en el nucleo y previene que sea exportado hacxa el citoplasma donde seria
degradado ( Stommel, et al., 1999)
FUNCIONES DE LA PROTEINA P53.

La proteina supresora de tumores P53 es -una fosfoproteina nuclear

polifuncional. En células normales 'y baJo condlclones sin estrés, el gen p53

do, sin embargo el producto

continuamente se esta transcrlblendo

proteico final estid sujet apida: degradacién via ubiquitinacién por

proteasomas (Chowda‘ ‘et al. , 1996), razén por la cual los
niveles de P53: en , ayorldf'de los tejidos son muy bajos o casi al
limite de la deteccxon a activacion: de P53 en respuesta a varios tipos de estrés y

dafio se estable | 1p Imente a través de modificaciones post-traduccionales lo

que permlte dlsrnmulr su grado de degradacién y cambiar su conformacién para

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

Esta proteina puede actuar como represor transcripcional y como factor inhibidor

26



la secuencia 35'-

V‘;S‘é‘ha propuesto que dentro del genoma

. consenso potenciales para P53 (Tokino et




“involt

han $ido descritos para regular la actividad de

1ecanismo se refiere a la estabilizacién de la

tefmin_al’ debido a modificaciones post-

eventos que medxa P53~ Ante la presencia de dafio o estrés celular en las células

eucariotas. Los romplmlentos ‘al DNA provocados por agentes fisicos (radiacién



Tabla 1. Genes transcripcionalmente activados por P53.

Genes mediadores de la detencién del ciclo celular
Yy reparacion

p21 (WAF1)

14-33-0

GADD45

Bogg

p48

Genes mediadores de apoptosis

Bax

Fas/APO1

| Killer/DRs

PIGs (p53 ~induced genes)

p8s5

PAG608

IGF-Bp3

Genes mediadores de la inhibicion de la
angiogénesis

Tsp1

BAIl

GD-AiF

Genes mediadores de para la autorregulaciéon de
P53

MDMz2
Genes cuyas funciones no estan bien determinadas

Ciclina G
GML

Wip1

El24

El-1c

HIC-1
RTP/rit42
TP53TG1
Catepsina D
Wig-1

ionizante, radiacién UV) o agentes quimicos, hipoxia, sefiales de crecimiento no
controladas por activacién de oncogenes, cambios metabdlicos como la falta de
“nutrientes o ribonucleétidos, dafio al huso mitético entre otras, son el principal




ucen a la actlvaclon‘ d P53 (Stewart y Pietenpol, 2001; Ryan

tipo de sefiales que

g'P53 con el detenimiento de la

et al.,2001). La rel n‘ que guarda laac ;v’

proliferacién celul ‘a través de los sistemas de

monitoreo son dependlentes del tlpo"_de , estres inducido y sobre todo del

ico que juegan las modificaciones

bstante el rol molecula esp

post-traduccmnales asi como los blancos celulares no estdn claramente elucidados.
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Estrés calonco Dano al huso Dano al DNA

mitoético (Rl UV, agentes qu!mlcos)
HIpOXIa Cambios
/ metabolicos

: Act1vac1on

oncogenes \

Cambios
ACTIVACION-ESTABILIZACIO / pH

B o (2 )

UNION ESPECIFICA AL DNA
EN SECUENCIAS CONSENSO

ANCO—~—___ 1sp1

-~/ OO GD-AIF
| icFee3

P2t | Fas/APOI ANTI-

/ ’)4‘3'3;‘.’]" PGS ANGIOGENESIS
DETENCION = KILLER /DR5
PROLIFERACION ~ REPARACION

Bax APOPTOSIS

liberacion citocromo C/

Figura 4. Cascada de activacion y sefializacion de P53. La proteina P53 es
estabilizada y activada después de la exposicién de diferentes tipos de estrés incluidos el
dafio al DNA. La activaciéon de P53 permite que esta proteina actile como factor de
transcripeion de diferentes genes, lo cual dependerd del tipo de estrés inducido asi, las
modificaciones a las cuales esté sujeta la proteina (fosforilaciones, acetilaciones) asi como
del tipo celular. El significado biolégico de esta cascada serd la detencién de la
proliferacién celular, la reparacién del dafio, la inducciéon de muerte celular o bien un
efecto anti-angiogénico.

TESIS CON -
FALLA DE ORIGEN 31




III. EL. METRONIDAZOL.

El metronidazol (MTZ) es un agente sintéticd con propiedades bacterianas y
antiparasitarias que se encuentra clasxficado dentro de la clase de los
nitroimidazoles y cuyo empleo en ]a practxca‘ chnlca ya tiene mas de 35 afios y que
'vxa el MTZ o (1-(B- hidroxietil (-2-
sta ponsldéjijédo “dentro de la lista de los
dial de la Salud (WHO, 1999).

en nuestro- pals es de uso muy comt

met11-5 mtr01m1dazol) . (Flgura 5)

oposﬁb "de combatir infecciones por
o de uso del metronidazol se fue
combétir las infecciones provocadas por
;'Giardia lamblia. Hoy en dia el
nedicamentos més eficaces para
anaerobias - tanto gram-negativas como

“pyl_ori (ver anexo 1).

6n del MTZ es a través de la
nicroorganismos anaerobios y
relativamente inactivo hasta que es

ptibles; es activado cuando se reduce

gracias a la acc1on de protemas ransportadoras de electrones como la

piruvato: ferrodoxma omdoreductasa o: 1 ﬂavodoxlna localizadas en el interior del

para51to/bacter1a, las cuales realiza :lak reduccxon del grupo nitro del MTZ que
resulta en la formacmn de N—(2—h1drox1et11) del 4cido oxamico y de acetamida,
compuestos altamente toxxcos. Ademas se ha sugerido que la forma nitroreducida

del MTZ dafia a las celulas a] formar aductos con proteinas y acidos nucleicos.

(Samuelson, 1999)5



CHy—CH,0OH
METRONIDAZOL
' / N N
OZN[)—CHQOH OZN—[ }- ¢H3
N N
CHy—CHyOH CHy-COCH
METABOLITO HIDROXILADO METABOLIDO ACETILADO

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

A nivel de farmacocmetlca el MTZVV es uno de los agentes antibacterianos y
: 1man el MTZ se distribuye a todo el
'Q de 8 horas. La principal via

antlpara51tarlos mas estud'

organismo y tiene una v1
~de bxotransformac_:lo de MTZ'W , _v,ox1dat1vo llevado a cabo en su
mayoria por eh‘zini'aé:d ompléjo mtocromo P 450 que dan origen a 4 formas

‘metabdlicas (Flgur 6).del las cuales las'mas importantes clinicamente son las

' vformas metabollcas metll-hldroxﬂada y carboxi-acetilada, las cuales son excretadas

por la via urlnarla (Ver anexos 1y2).

Aunque consxderado como un agente mutagénico en bacterias (Dale, 1989;
'De Meo et al i

controver51a e

}9’9:2)] y. -carcindgeno en animales (JARC, 1987), existe mucha
to a los efectos genotoxicos y carcindgenos del MTZ y de sus

k vmetabohtos ’"(Ver anexos 1y 2), incluso la Agencia Internacional en la
‘ ' £ I.ARC por sus siglas en inglés considera insuficientes los
“.- datos p'lafl"érc al MTZ como un carcinégeno humano (IARC, 1987).
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O-CN—C )—C HzOH

Conj ﬁsacibn &cido

MH= metabolito hidroxilado " ‘glucordnico
MOOH = metabolito 2- carboxilado H~—CH-OH : ’ :
MA= metabolito acetilado : MH :
M*=metronidazol ionizado
[ )—coou
/ ' CHz-CHzOH
: . MOOCH :
)_CHJ — . OpN- )_ Conjugacién &cido
o ’ glucorénico
I cuz—cr-xzoa k IR cnz—cn-.on ’ -
SOMe o metronidazo] :
- : - cnz COOH
: )—CH:‘ MA
H;-CH;OH
mtermedlano rfductwo S \ /OH : NH :
; T : * | ———— o=
H20 - //"‘\ Lo
A\ o TcHy
07 NH-CHyCH,0H L
Acido oxsmico Acetamida

Figura 6. Vias de la biotransformacién del MTZ en humanos. Se muestran los productos
del metabolismo oxidativo MH, MA y MOOH, asi como. tamblen los metabolitos del
metabolismo reductor dcido oxdamico y acetamlda.

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

humanos es que: el'tlempo de seguimiento de los estudios realizados ha sido dentro

"”uando se ha reportado que el minimo de tiempo para

n idad'de;un compuesto en humanos es de 20 afios (ver anexo

di _s'gfealizados en nuestro grupo han mostrado que en
acienfes tratados con MTZ se encontré que este
nta:la: pi'oliferacién celular (Elizondo et al., 1996). Estos

oradds en estudios in vitro tanto en linfocitos humanos como
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: ,ser reparado -as

IV. PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO.

Elizondo y colaboradores (1996) encontraron un incremento en la
proliferaciéon de linfocitos de individuos tratados con MTZ ademéas de un aumento
en el nimero de aberracmnes cromosomlcas Las células que presentaron mayor

dano al DNA.: fue on ‘las. que mas: rohferar n; En ambos parametros se encontrd

como‘hneas celulares co dlferéﬁfe funcionalidad de P53, si el MTZ y/o sus
';metabohtos producen d1ferentes tlpos de dafio al DNA, si el dafio generado puede

el ,pape] que juega P53 tanto a nivel bioldgico como

' ‘Afuncmnal en estos efectos y en la respuesta individual.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

Hipétesis: El dafio al DNA y el mcremento en la proliferacién celular

inducidos por el MTZ y sus metabolitos mterﬁ ] '“con la expresién y funcién de la

proteina -supresora de tumores P53 Las s en la magnitud, tiempo y

‘ltféao una sensibilidad individual

funcxonahdad de la protema P53 dara
' a . proliferacién celular por el

trabaJo se. determmo si el MTZ y sus

el monados con ]a expresmn de la protema P53

. Deterrnmar .si‘ elMTZy/o sus metabolitos inducen un incremento en los
niveles de la proteina P53.

e Establecer los efectds ‘que tiene el MTZ y sus metabolitos sobre la
proliferacion celular.

¢ Determinar el 51gn1ﬁcado de la respuesta de P53 en relacion con el dafio al
DNA y con la capacxdad prohferatwa de las células.

e Establecer" que ‘relacion guarda la respuesta individual a los efectos del

1 MT 1y la funcionalidad de la proteina P53.
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V. MATERIAL Y METODOS.

Estudio ex vivo.

Seleccién de voluntarios. :
La seleccion de 1nd1v1duos sanos para 1a< reahzacmn del estudio ex vivo se

C ]us on exdmenes fisicos y médicos,

luntarios, se les dio una explicacién detallada

del estudi ; una carta de consentimiento (Cuadro 2).
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Cuadro 1. Criterios de inclusiéon y exclusién

| 4gentes quimicos u hormona,

.| 2.- Antecedentes de abuso: de __SI
3 -¢Se encuentra baJo tratam _SI

[4:- Fuma. __SI

| 5.~ Incidencia’ de cancer famlllar , __S1
6.- ¢Ha part1c1pado en algin estudio vestigacién 30 dias
previos al inicio de este estudio? . LR __SI __NO
7.- Exposicién a rayos X'en el dltimo mes L _SI _NO
8.- cHa donado a le han donado sangre en los ultlmos 60 dlas" _SI _ NO

Clave del sujeto Numero del sujeto ' " Iniciales . -

CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de inclusién.
No se incluya al sujeto si alguna de las 1_'e puestas es no

1.- ¢Es el sujeto de sexo mascuhno" IRt S
2.- Edad entre 18 y 25 afios. T L S T : __SI
3.- Forma de consentimiento por escrlto L _SI
4.- ¢Esté el sujeto en condiciones saludables" S , _SI

5.- Pesoentressy65kg Tl . —SI

Cnterxos de exclusién. -
No se IHCIUJG al sujeto st alguna d l

-'Antecedentes a e\poswlon reciente piaguiéidas, __SI

Firma del investigador,
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Cuadro 2. Carta consentimiento.

CONSENTIMIENTO

El que suscribe con domicilio en
certifica que tiene afios de edad, que ha
leido 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 participacién en el -estudio “Evaluacién de dafio genético en individuos sanos
tratados - con metronidazol”, que se realiza bajo la responsabilidad del
Dr.

He revisado la autorizacién del proyecto por parte del Comité de Investigacién y del

Comité de Etica del Hospital General Miguel Silva y certifico que he sido informado

de mi libertad para suspender este consentimiento de colaboracion.

En plenitud de facultades fisicas y mentales y sin ninguna accién coercitiva, accedo

_| a participar en este estudio y firmo este consentimiento en la ciudad de Morelia el
dia__- - del mes del afio __

ATENTAMENTE

- Vo‘.v}vlso. ‘erke':_si,d,ekyntké' del :Comit“é’ndv'e Eti(:a;
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élulas verdes como vivas. Se evaluaron 100 células por




electroforesis du;ran_/t ':y 300"mA Al finalizar, las laminillas fueron

lavadas en una S ‘guadoxa de neutrahzacxon (0.4 M Tris pH7.5,

Sigma) durante 1_ atadas con etanol (100%) y secadas al aire. A cada
laminilla se le adlcxo e Br-Et (75 pg/ml, Sigma) y se les cubrié con un
cubreobjetos_ e ;éélu_las individuales a un aumento de 20X con un
ocular graduafi k ctéééopio de fluorescencia Olympus BMX-60, con un
xcit -56"0' nm y un filtro barrera de 590 nm. Se midi6 la

, ‘_mxgracmn del DN como,longltud de las colas de los cometas, es decir donde
termma el ultlmo punto ﬂuorescente de ]a cabeza hasta el dltimo punto

fluorescente de la cola. Se evaluaron 50 celulas por md1v1duo o condicién.

Estudios in vitro.

Linfocitos humanos.

Determinacién del IndlceMltot'zco (IM) _/'

’ _Idl‘cg,fci_ié Replicacién (IR).

'Eias‘ sobre portaobjetos y secadas rapidamente con
:féﬁidas en una solucién de Hoeschst 33258 (0.5
o}: av;l‘u‘»ego exponerlas a luz negra (1.5 a 2 h). Las laminillas
Glemsé (Merck) en una solucién amortiguadora de fosfatos
in zPerry y Wolf, 1974). El IM fue evaluado como el niimero de

metafase en’2000/células, La cinética de proliferacién celular fue evaluada en las

prlmeras 100" metafases determinando la proporcién de primeras (M1), segundas
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1S, El IR fue calculado de acuerdo a la

h1drox1met1 5-n1tr01m1dazol) y de metabolito acetilado (MA) 2-metil-5-
V d11uc1ones se obtuvieron las concentraciones finales deseadas.

on sintetizados y donados por los laboratorios Rhone Poulenc

tivos de lineas celulares, se sembraron 1.5 X106 células en un
e '5'ml, mientras que para los linfocitos humanos, los cultivos se

~hicieron con'1x106 células /ml como se ha mencionado anteriormente. Los cultivos
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condlclones ya descritas durante 24 h, para posteriormente dar

or 24 h mas a diferentes concentraciones de MTZ y sus

iotechnology), p21 [1 pg/ml] (SX118, Pharmigen)
D (Santa ‘Cruz Biotechnology) respectivamente. Las
_tiéi-on' visualizadas en placas de autoradiografia
de f15éfdkidasa-ECL—quimioluminiscencia (Amersham). La
b‘a{ndé"is fue cuantificada por densitometria oOptica usando el
y One (BioRad).
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as ! modificaciones. Brevemente, se

’e ya’ senaladas ‘Dieciocho horas antes de la

gregados a los cultivos. Los cultivos fueron

lo cualzs'e:U‘ una. cdmara Gene Pulser (Biorad). Linfocitos humanos y células

Jurkat en cr nﬁéﬁto exponencial fueron centrifugados a 1200 rpm durante 10
min. El bofon célﬁlar fue resuspendido y lavado en PBS 1X libre de iones de calcio y
magnesio’ a 4 C posterlormente se centrifugaron a 1200 rpm, 5 min. Las células
fueron llevadas a’ una concentracion final de 1.5 x107 células /ml e incubadas en

hielo durante»lo min, antes de que se les afiadiera 10 ug de DNA a una
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/pl concermente a las versiones de p53, previamente

linfocitos h

en una cdma € .CO.. Durante las tltimas 18 h se les aplico

a las célul_éis“ nipulsoico de imidina tritiada (6.7 Ci/mmol, Du Pont). Las
das “en filtros de fibra de vidrio con un cosechador
autométiéf)..( taplate). La incorporacién de [3H]-timidina fue determinada en
lector de faﬁdiacijc‘;nybeta (Betaplate). Los valores en cuentas por minuto (cpm)

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

proliferacion.
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Tabla 2. Lineas celulares utilizadas en el estudio.

Linea Tipo celular Estado del Funcién de Referencia
celular gen p53 la proteina
P53
HeLa* . Carcinoma epidermoide WT + Kessis et al., 1993;
- (cérvix) Scheffner etal., 1991
C33-A noma ipdifg_rehqiado _ Mutado 273 - Kessis et al., 1993;

C.WT +

RKO- IWT -
JURKAT Hetexocngoto -

L 196,256 59,260

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.',;ig_g"s; .

| Khannaetal, 1908,

* Infécectada con-HPV-18.
& Transfectad "con el gene E6 de HPV-16
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VI. RESULTADOS.

Estudio ex vivo en linfocitos de personas tratadas con MTZ.

La capacidad del MTZ para inducir dafio genotoxico en células humanas es
un tema controversial (ver anexos 1 y 2). En un estudio realizado en nuestro grupo,
observamos que el tratamiento in vivo con MTZ incrementé el nimero de
aberracmnes cromosoOmicas. en hnfocxtos humanos al finalizar el tratamiento. En

11nfoc1tos crlopreservados del estudlo menc1onado se ‘evalué la generacién de

: rompmnentos ‘de’ cadena senc1ll ; e" el"’DN' 'medlante' ]vensayo de electroforesis

umcelular (

raplda evaluacion:de.rompimientos e DNA p‘ar:_avdetectar dafio al DNA por’

aétlwdad clastogemc (v

1eta se descarté la posibilidad de que tanto el
scongelacmn de las células tuvieran un efecto
citotéxico en las 'm ‘y' que representara un factor contundente en la

evaluacién del da lidad celular evaluada con el ensayo de fluorocromos

fue en todas las m p_ef;or del 97% (Tabla 3). .

) égresar a los valores basales También fue ewdente
la exi'siteryléi‘a“fd dif h~]a respuesta de los donadores estudiados como se
observa en laﬁ ,,diva‘“desbpués de acabado el tratamiento, en 9 de las 10
muestras, sé _qié 1.'e1 MTZ tuvo un efecto clastogénico estadisticamente

signiﬁcati\jo_’ (i‘ bla jvEn las muestras tomadas 15 dias después de finalizado el

49
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tratamiento se observd qué el

NA regreso6 a los niveles encontrados antes

del tratamiento en la mayorla delos_individuos, excepto en dos sujetos en los

ue reconoce ta‘hto' la versiébn normal como mutada de esta

! monoc]onal DO 1
v proteina. No se detecto ]a}protelna P53 en los linfocitos de 6 donadores antes de la
" «admmlstracxon del MTZ Unlcamente en uno de los donadores (D3) se detectd la

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

‘ 1nmunodetecc1on de la proteina B-actina se usé 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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luido el tratamiento con el MTZ se

_e_los 7 individuos estudiados. El

estlmulado de-lo donadores tratados con MTZ se detectaron individuos cuyos

mveles d P& ambxan significativamente con respecto al tiempo, mientras que

otros{ tuv1eron un mcremento estadisticamente significativo a medida que

transcurrlo el tlempo de estimulacién. Los donadores 4 y 5 mostraron resultados

: _‘ 1nteresantés (Flgura 13). El donador 4 present6 la mayor induccién de P53 en Go,
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rmentras q, € da b”‘qu'e sus éélulzésf{pfoliferaban sus niveles de P53

aprecm n’las ﬁguras 12y 13, hubo una relacién entre la respuesta de induccion de

: ; P53 y lajactlvacmn de p21 Waf—l 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, asi como las diferencias individuales en la respuesta de P53 también eran
observadas in vitro, se evalu6 la induccién de esta proteina en cultivos de linfocitos
de dlferentes donadores sanos al ser tratados con diferentes dosis de MTZ, las

cuales fueron aJustadas de 'cuerd a‘las ¢ .cey trac1ones en plasma reportadas en

"f"caracterlzado por’ lafdeteccxon de P53 en los cultivos sin tratamiento y una
induccién varlable.. La viabilidad celular en todas las muestras fue superior al 95%

después del trata_rhiénto, con lo que se descart? la posibilidad de efectos citotdxicos
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- f“celulas no prohferaron‘ (LH7 y LHB8). Finalmente en el donador LHg, clasificado
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dentro del patrén de induccién atipica, el MTZ no indujo cambios significativos en

ninguno de los pardmetros evaluados.

Se ha propuesto que los productos de la biotransformacién del MTZ en seres
humanos, las formas hidroxilada y acetilada, pueden generar dafio al DNA (Dobiés
et al., 1994; Menéndez et al., 2001), por lo que entonces se esperaria que activaran
os metabohtos del MTZ pueden inducir a la proteina

a P53. Con el fin de evalua
P53, se usar‘on l'os;l;i'riffggv os.d 3J,de los 13 donadores incluidos en esta parte del

os cuales fueron tratados durante 24 h con

estudio, y se hicieron: cultivo
do € ~igual que con el MTZ, se usaron

metabohtos del MTZ pueden producir dano genotomco capaz de activar a la

proteina P53.
Estudios in vitro con lineas celulares.

Las respuestas diferentes observadas en el incremento de los niveles de P53,
nos llevaron a considerar que variaciones en la funcionalidad de la proteina
pudieran estar involucradas en los efectos observados sobre la proliferacién celular
y la induccién del dafio. Por lo que se decidié utilizar lineas celulares humanas con
diferente estado funcional de P53 para evaluar ademas de la respuesta inductiva de
la proteina P53, la relacion de ésta con el estado de proliferacion y la generacién de
dafio 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 citotéxicos
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nguna de las lineas celulares

ﬁ‘rﬁero de MN de manera dosis
ciel MA no fue tan evidente,
» etébohto produjo un cambio
MN (Figura 17). Por el contrario,
Ac»elu]as con P53 funcional, HelLa y

A aumentaron significativamente el

elul_la"r.,.: se tomd el porcentaje de células

eterminar si las células proliferaron o no.

de P53,_, el -MTZ incrementé

”,bél porcentajedecel polmucleadas en las llneas celulares con P53 no funcional,

,imlentras que en: la

"elulas;i que presentan P53 activa, no mdUJo cambios

entender st los efectos sobre la prohferacxon celular y la induccién de

;dano en as:lineas ,celulares se relacionaban con la respuesta de la proteina P53, se
A ] los‘ nlveles ‘de P53 después de un tratamiento durante 24 h con MTZ o
su ”metabohtos Como se observa en la figura 18, el tratamiento con MTZ no
D od‘ Jo"camblos en los niveles basales de P53 en las lineas HeLa y RKO, ambas con

.‘k_la protema P53 funcional, asi como tampoco en las lineas celulares que tienen
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alterada 1 func1on de esta protema RKO-E6 y C33-A. La figura 19 muestra las

: mmunodetecc1ones de P53 en los cultivos tratados con los metabolitos del MTZ.

muestra que tanto el MH como el MA prodUJeron un

'd de dano a DNA por el MTZ"' Co ,.de conﬁrmar nuestros resultados, y

o aprovechando que las células Jurka presentan mutac1ones heterécigas dominantes

de P53 que resultan en una protei o uncmnal se introdujo por transfeccion,

ersmn mutada del gen p53 (pcDNA273) la

tanto no detlene el ciclo celular. Después de

‘vuna versmn normal (pcDNA53

cual no puede umrse:al DNA y po

24 h- de tratamlento 2on: MTZ s Hvaluo la proliferacién celular mediante la

1ncorpora01on d [3H , omo se presenta en la figura 22, la introduccién

B de Ia_vers 6n,mutada’;d p53'provoco que las células Jurkat proliferaran més
' te con‘MTZ que las células no tranfectadas. Mientras que la
p53 normal resulté en la detencién de la proliferacién,

. “probablemente porla restaurac1on de la funcién de P53 en esas células.

Con el fin de corroborar estos resultados se decidi6 evaluar si estos efectos se

podian observar-en linfocitos humanos transfectados con estas versiones de p53.
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involucrados en la defencxon del ciclo celular (Khanna et al., 1998). En el sindrome
de mestablhdjad - cromosémica de ataxia telangiectasia, enfermedad recesiva
dominante para e1 gen ATM, la ausencia de esta proteina impide que P53 sea
activada bajo el efecto de diferentes agentes xenobiéticos (Khanna et al., 1998;
Menéndez et al., 2001 b). Se evalud entonces si la sefial de dafio inducida por el
tratamiento con MTZ involucraba a la proteina ATM para activar a P53. Para llevar

a cabo lo anterior se realizaron cultivos con lineas linfoblastoides provenientes de

57



~“individuos'nor eterfcigos'y homécigos para el gen ATM, los cuales fueron

on MTZ para analizar la viabilidad celular y la respuesta de
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Tabla 3. Viabilidad celular en las muestras de los linfocitos antes del tr atamlcnto asi como 1 dia y 15 dias
después de finalizado el tratamiento con MTZ.

Donadores ANTES 1DIA DESPUES* 15 DIAS DESPUES*
X + X + X +

1 - 0.577 99.75 0.500 99.50 0.577
2 . 2.380 98.75 2.500 98.50 2.380
3 1.000 98.75 0.957 98.25 0.500
4 3.000 1000 0000 9850 1.000
5 0816 9825 2061 9725 1.892
6 1258 99.50 "7_"1:,‘,:“99v00f 1.154
7 1258 9725 o ND

8 1414 99.75 0500 SN.D

9 6.957 98.25 1500 : ND |

10 2.217 98.50 1.290 | - 0.957

X representa el promedio de tres lecturas.

N.D.= No determinada

* finalizado el tratamiento

+= desviacion estandar
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Tabla 4. Cantidad de dano al DNA evaluado como la longitud'de la cola del “cometa” en linfocitos de

individuos tratados con MTZ.

ANTES 1 DIA DESPUES* 15 DIAS
DESPUES*
Donadores  Cola ym +f- Cola ym +/- £ Cola ym +/- P
1 45.10 1.6097 40.70 2.9277 0.2756 47.90 1.2631 0.0741
2 37.20 1.4591 50.60 2.2555 <0.0001 42.40 1.8870 0.0009
3 42.40 1.8321 <0.0001 41.90 1.5634 0.3526
4 40.40 1.8388 <0.0001 34.90 1.8788 0.0004
5 44.10 1.5477 0.0006 43.30 1.3644 0.9338
6 39.60 1.4961 0.0027 35.30 . 1.9103 0.0710
7 27.50 2.1594 <0.0001 ND < W
8 32.20 1.7861 <0.0001 ND
9 37.70 1.8539 0.0058 ND Vg :
10 20.10 1.8260 <0.0001 46.60 2.0021 | <0.0001
Andlisis no paramétrico U-Mann-Whitney dos colas "
X +/- - AT A R 2
37.53 6.1185 46132 “1 po.2831

Andlisis paramétrico Wilcoxon dos colas

ND=no determinado ~~ X= promedio

* finalizado el tratamiento

+= desviacion estandar.



Tabla 5. Evaluacién del indice mitético y del indice de replicaciéon en

cultivos de linfocitos de sangre periférica tratados con MTZ.

Indice mitético (IM)
Control 100 uM MTZ 200 uyM MTZ
Donadores X + X * ' X 7 +

.033 0.001
-0.045** 0.003

| 0.045%*

Doﬁédp : X

-1
289
243

‘001" 2.76** 0.05
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Tabla 6. Evaluaciéon de la inducciéon de microniicleos en cultivos de

linfocitos de sangre periférica tratados con MTZ.

Numero de micronicleos en 1000 células binucleadas

Control . 100 UM MTZ 200 uM MTZ

Donadores X -~ % X gy i S .
5 ' . ' <97 15

85 0.9

"10.8 2.5

.8 3.6

5.3 1.5
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Tabla 7. Comparacién entre la induccién de dafio y la capacidad

proliferativa con el incremento de los niveles de la proteina P53 en

cultivos de linfocitos humanos tratados con MTZ.

Donador M IR MN P53
LH7 - A+ NS " ;">
LHS8 n* NS NS el
LHo NS NS NS NS
LH1o0 [ p** NS NS
LH11 _ pH** L NS NS

n= 3 experimentos independientes
ANOVA: * p<0.05; *¥p<0.01; ***p<0.001
NS= no hay diferencias significativas.
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Figura 7. Cantidad de dafio al DNA. Rompimientos de cadena sencilla, en
linfocitos de individuos tratados con MTZ. La evaluacién del dafio al DNA se llevé a
cabo a través del ensayo cometa a pH13 en células obtenidas antes del tratamiento asi
como 1Y 15 dias después de finalizado el mismo. Los valores que se muestran representan
el promedio de 50 lecturas.
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Figura 8. Correlaciéon entre el daiio al DNA en linfocitos y la concentracion de
MTZ en plasma (ug/ml) 1 dia después de finalizado el tratamiento con MTZ.
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LETTSRGA AR
Rettened

Figura 9. Inmunodetecciéon de la proteina P53 en linfocitos de individuos
tratados con MTZ. A) Antes del tratamiento con MTZ. B) 1 dia después de finalizado el
tratamiento. Los nimeros corresponden a los donadores. Como control positivo de
deteccién de P53 (+) fue usado un extracto proteico de la linea celular C33-A, la cual sobre
expresa esta proteina. F y C se refieren a los linfocitos frescos y criopreservados de un
individuo sano que no recibié el tratamiento con el MTZ. La inmunodeteccién de B-actina
fue el control interno de cargado del gel.
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Figura 10. Analisis densitométrico de los niveles de P53 en linfocitos de
individuos tratados con MTZ antes y 1 dia después de acabado el tratamiento.
Se muestra el promedio de la repeticién de dos experimentos.
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Figura 11. Correlacion entre el daiio al DNA y la induccién de‘P53 en linfocitos
de individuos tratados con MTZ 1 dia después de finalizado el tratamiento.
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Figura 12. Cinética de induccidn de las proteinas P53 y P21-Waf1 en linfocitos
dec individuos tratados con MTZ 1 dia después de finalizado el tratamicnto. Los
linfocitos fueron estimulados a proliferar con PHA durante 24, 48 y 72 horas.
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Figura 13. Andlisis densitométrico de P53 y P21 Waf-1 en linfocitos de
individuos tratados con MTZ 1 dia después de finalizado el tratamiento y
estimulados a proliferar 24, 48 y 72 horas. Cada barra representa el valor promedio
de tres experimentos. * p<0.05 ANOVA con respecto al tiempo 0.
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Figura 14. Patron de respuestas de la proteina P53 en cultivos de linfocitos
humanos tratados in vitro con MTZ. A la izquierda de la figura se muestra el analisis
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 uM). A la derecha del panel se muestra las
inmunodetecciones mds representativas de cada grupo de respuesta. Como control positivo
de induccién de P53 se uso actinomicina-D (AMD). n= 3 experimentos independientes *
P<0.05 con respecto al control sin tratamiento (ANOVA).
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Figura 15. Densitometria de la respuesta in vitro 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 (LH?7, LH12
y LH13) los cuales fueron estimulados a proliferar y tratados durante 24 horas a las
concentraciones que se sefialan. Cada barra representa el promedio de tres experimentos
independientes. * <0.05 con respecto al control sin tratamiento (ANOVA). A la derecha
del panel se muestran las inmunodeteccion més representativas de cada donador.
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Figura 17. Efectos del MTZ y sus metabolitos sobre la proliferacion celular y la induccién de microntcleos en lineas celulares con
diferente estado funcional de la protefna P53. El porcentaje de células polinucleadas, se muestra en forma de barras. Los datos
representan el promedio y la desviacién estdndar de tres experimentos independientes. * p<0.05 Chi cuadrada. Las lineas con puntos
representan ¢l ndmero de microntcleos (MN) después de 24 horas de tratamiento. Los MN fueron cvaluados en 200 células
binucleadas por duplicado en tres cxperimentos independientes. + p<0.05 con respecto al control sin tratamicnto(ANOVA).

75



a =)
(o] o . o o]
o ¥ & 8 § 2 o % & & § 2
Hela - C33-A
B s @ P53
¥ e ACTINA W —_—
a a
o] o] 1o~ o (o2
o ¥ 8 § § = o ¥ 8 8 § 2

RRO L RKO-EG

Y G b il ke e

Figura 18. Inmunodeteccién de la proteina P53 en lincas celulares después
del tratamiento con MTZ. Los cultivos de las lineas con P53 funcional (HeLa y RKO) y
con P53no funcional (C33-A y RKO-EG) fueron tratados durante 24 horas con diferentes
concentraciones de MTZ (o, 25, 50, 100y 200 pM). Como control positivo de induccidon
se us6 actinomicina D (AMD).
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Figura 19. Inmunodeteccién de la proteina P53 en lineas celulares después del
tratamiento con los metabolitos hidroxilado (MH) y acetilado (MA) del MTZ
Los cultivos fueron tratados durante 24 horas a las concentraciones sefialadas.
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Figura 20. Densitometria de los niveles de la proteina P53 después del
tratamiento con MTZ, MH y MA en las lineas celulares HeLa, RKO y C33-A.
Cada barra representa el valor promedio y la desviacién estdndar de tres experimentos

* p<0.05 con respecto al control sin tratamiento (ANOVA).
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Figura 21. Efcecto del MTZ y sus metabolitos en la cinética de induccién de P53
¢n la linea 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 ala
concentracién de 100 pM. Abajo se muestra la densitometria de la respuesta de induccién
de P53. Cada barra representa el valor promedio y su desviacién estindar de tres
experimentos independientes. * p<0.05 con respecto al tiempo 0 (ANOVA).
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Figura 22, Evaluacion del efecto de la transfeccion de la versién normal o
mutada de p53 en la linea celular Jurkat, sobre el efecto del MTZ en la
proliferaciéon celular. Las células Jurkat fueron electroporadas con los plismidos
pcDNAs3 (p53 silvestre) o peDNA273 (p53 mutado). Se realizaron cultivos que fueron
tratados durante 24 horas con las dosis de MTZ que se sefialan. Se evalué la proliferacién
celular por incorporacién de timidina tritiada. Se muestra la induccién con respecto al

control del valor promedio y desviacién estandar de dos experimentos independientes.
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Figura 23. Evaluaciéon del efecto de la transfeccion de la version normal o
mutada de p53 en linfocitos humanos, sobre el cfecto del MTZ en la
proliferacién celular. Las linfocitos fueron electroporadas con los plasmidos 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 evalué la proliferacién celular
por incorporacion de timidina tritiada. Se muestra la induccién con respecto al control del
valor promedio y desviacién estiandar de dos experimentos independientes.
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Figura 24. Efecto inductor de la proteina P53 en células RKO del MTZ, MH
imidazol (IMZ) y levamizol (LVZ). Se muestra el analisis densitométrico de la
respuesta de induccion de P53 de los cultivos tratados con IMZ, LVZ, MTZy MH durante
24 horas a la dosis sefialadas. Cada barra representa el valor promedio y desviacién
estindar de 3 experimentos independientes. *p<0.05 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 viabilidad celular en lineas linfoblastoides
normales, heterécigas y homécigas para ¢l gen ATM. Se muestra el valor promedio
y desviacién estandar de 3 experimentos independientes. El panel de arriba muestra la
comparacion entre la linea ATM normal (CHOC) y las lineas ATM heterdcigas. En el panel
de abajo se observa la viabilidad celular de las lineas ATM homécigas con respecto a la
linea normal.
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Figura 26. Efecto del MTZ sobre la proteina P53 en lineas linfoblastoides con
diferentes condiciones alélicas para el gen ATM. Como control positivo de

inducciodn se usd actinomicina-D (+).
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Figura 27. Densitometria de la respuesta de P53 después de 24 horas de
tratamiento con MTZ e¢n lineas linfoblastoides con diferente condicién alélica
para el gen ATM.
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VII. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

La evaluacion de los efectos genotéxicos del MTZ se realizé en: a) Linfocitos
de individuos tratados con este medicamento durante 10 dias con la dosis

recomendada contra la amibiasis ( Anexo 3); b) meomtos de individuos sanos, que

no estuweron_ Xpuestos a mngun tratamlento en los dltimos 3 meses; y c¢) Lineas

celulax es hu anas.

: elacion entre la induccion de
P53 se encuentra bien fundamentada en la
y Pientepol, 2001). La magnitud del dafio al
égrllytbycon MTZ se redujo en las muestras tomadas 15
ely ‘tratamiento hasta casi alcanzar los niveles basales

T observadds' ntes ratam1ento, sugiriendo que este se reparé. Cabe sefialar que

no se encontro este efecto en dos individuos lo que puede interpretarse como que
estos quetos no fueron capaces de reparar el dafio. Es necesario mencionar que

conSIderamos que e] dano al DNA se repard ya que encontramos una frecuencia de
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rompimientos ‘en el: DNA" similar a’ la basal, sin embargo, habria que evaluar

de DNA (El-Deiry et al., 1993; 1998).
“‘la via P53-P21 desencadené la

1nd1v1duos tratados ‘con e1 medicamento es inducido por los metabolitos del MTZ,
las forma' A‘hldroxﬂada y acetilada. De hecho una de las hip6tesis mas aceptadas

H para exphp_arv ]a genotommdad del MTZ involucra al proceso de biotransformacion
aerc')bica"dgl;médicamento (Anexo 2). Con esta idea en mente, se investigé si los

metabolitdé.hidrOXilado y acetilado inducen a la proteina P53 al generar dafio al

w DNA. En lineas celulares, el metabolito hidroxilado increment6 los niveles de P53

como resultado del dafio al DNA; mientras que en los cultivos de linfocitos, este
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metabohto ambién increment6’a P53 de manera dOSlS respuesta en todos los

pudieran’ ] cuis -estructurales entre las moléculas.

La preééncm adicional: de’ grupos: hidroxilo yVacetllo pudiera conferir a estas

moléculas : un; mayor react1v1dad El:“que compuestos relacionados como el

levamizol y. e] 1m1dazo tambi

n: a),an»l;ncréniéntado P53 apoya la importancia de

estas dlferenclas estructurales.k

Curio_safﬁenté en las lineés celulares la funcionalidad de la proteina de P53
resultd ser unoi‘de',l'os factores involucrados en la generacién del escenario de
proliferacic')n_"fc‘:'elylilar‘?daﬁo al DNA. Nuestros datos apoyan el hecho de que la
induccién,k‘de"}ﬁljtr)hlifei'acién de células con dafio en su DNA, generado por el MTZ

y/o sus metaBblitos, requiere de una proteina P53 no funcional. Las lineas celulares
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empleadas nos‘permltleron bservar:qu ;}actlwdad de P53 hace que las células

lmfomtos #n pexo disminuyd la potencia

del efecto _ersxon normal de p53 en las

este escenario y que es necesario estudiar otros componentes involucrados en el
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M" luzzxet al., 1975; Redondo et al., 1987).

DNA reparacmn de mismo’ ;ncluso ‘en la magnitud de la induccién de las

'protemas P53 Y. p2 :1 Los ‘estudios in vitro con linfocitos de sangre periférica

mostraron que"el tratamlento con MTZ produce tres patrones distintos de
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Relch y Levme 1984),

" induccién de P53

\old et al, 1981~ Rotter et al., 1983,

' (Cahbretta et al

nes del MTZ, y lo méas importante, de
ndividuos que biotransformen mas el MTZ hacia

;ayor ' dafio que los que no metabolicen el

""’,,medxcamento o lo 1agan mas hacia el metabolito acetilado. De hecho existe un

‘reporte sobre la eh bstenc1a de. diferencias interindividuales en la cantidad de
y>metabohtos que se forman después de la administracién del MTZ (Loft, 1990).
Ademas, atn cuando no se tiene el conocimiento exacto sobre las familias de
 citocromos P450 que medlan el metabolismo del MTZ (Anexos 1 y 2), se han
identificado pohmorﬁsmos en los posibles candidatos, las familias 1A1y 2E1 (Han y
Zhou, 2000) Otro ‘factor que debe considerarse para explicar las variaciones
1nd1v1duales evs‘ la capacidad de reparacion de dafio al DNA. Es probable que existan

9]



'dlferentes afimdade de los genes que activa

transcrlpcxonalmente dependlendo delasm 1cac;xones que sufra la proteina y del

Resnick, 2001). Incluso esta descrito que

i

es‘ de los genes p21 WAF1 y MDM2

,contexto celular de la act1vac1on Inga

P53 presenta mayor afimdad po :1'
~r,.que por el gen bax (El Deyr' et ( ho et al., 1994). De tal forma pudiera

- haber d1ferenc1as entre los individuos n“cuanto a la afinidad que tenga P53 por sus

blancos, 1o que proveer: bllldad en las respuestas.

‘En’conclusion, nuestrds resultados muestran que el MTZ asi como sus

metabolitos hidro 11ado y acetllado son capaces de producir diferentes tipos de

dano clastogemco en células humanas, como rompimientos de cadena sencilla de

DNA y mlcronucleos Este dafio al DNA resulta en el incremento en los niveles de la

92



MTZ

Metaboli !
_Metabolismo CYP 450

(1A1, QEI)

Alta inducibilidad Baja inducibilidad
MH-MAA-MTZ MTZ

=
=

Reductor

Capacidad \
> MUCHO Rep:rativa DANO DNA

I}fyo DNA Variantes T P53

P 53 funcionales

Figura 28. Modelo para explicar la susceptibilidad individual a los efectos

genotoxicos del MTZ en humanos.

proteina supresora de tumores P53. La respuesta a nivel bioldgico de esta
activacidn estd ligada con la detencién de la proliferacién celular mediante la
induccién de la expresién de la proteina p21 WAF-1 posiblemente para reparar el
dafio generado. De acuerdo a los datos obtenidos en las lineas celulares, la
_ funcionalidad de P53 es un factor decisivo para que los procesos mencionados se

o lleven a cabo La inactividad de la proteina P53 permite la proliferaciéon celular a

pesar del dano inducido por el MTZ. Contrario a lo que planteamos, nuestros
rest tadosl 1ndlcan que el MTZ y sus metabolitos no interfieren con la activaciéon de
e la protema P53 en respuesta a la induccién de dafio al DNA. En los linfocitos

humanos, se encontré una respuesta individual en la induccién de la proteina P53
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‘ante el tratamiento con MTZ‘y‘sus metabolitos. tanto en el estudio ex vivo como en

‘nfecciones emergentes y re-

, ! _ vi (d no -estd en duda, salvo en

‘:f:‘excepcmnes de re51stenc1a. de :los: mlcroorgamsmos es evidente que ain no es
“"p051b1e reahzar una. evaluac1on adecuada del. rlesgo-beneficw de su uso ya que su
v'potencxal genotomco para’ seres humanos no.est4 blen definido. Por lo que habria
"que estudiar el potencial genotomco del MTZ y/o sus metabolitos en un niimero: '
' s1gn1ﬁcat1vo de individuos que mcluya pamentes que sufran de las diferentes

R parasxt051s ‘para las cuales el MTZ. esta. 1nd1cado. Una de las consecuencias mas

graves del dano al DNA de celulas humana 'es el desarrollo de neoplasias malignas.

, manera que de demostrarse la genotommdad del MTZ en seres humanos, habria

que contlnuar estudiando su posxble carc1nogemc1dad un efecto que ha sido muy

de anahzar en seres humanos pero que estd ampliamente demostrado en
i 'ammales. Es 1mportante anahzar el papel que pudiera tener la susceptibilidad
v:mvdlv1dual a los efectos genotox1cos del MTZ en el posible desarrollo de céncer.
,M1 ’ntras tanto dado que el empleo del MTZ implica un posible riesgo, su uso debe
rm estrlpgldo y vigilado, ademas la biisqueda de medicamentos de igual o

cia pero menos riesgosos seria una medida recomendable,
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VIII. NUEVOS PLANTEAMIENTOS.

Este estudio genera nuevas incdognitas:

e (Cudl es el mecanismo por cual el MTZ y sus metabolitos incrementan la
prohferacwn de las células? éPodria ser el recambio del AMPc, propuesto ya

para el Ievamlzol o la emstenma de receptores imidazdlicos en las membranas
de hnfoc1tos? e
* <¢Qué otros genes:centinelas:‘d roliferacion pueden ser alterados por el

MTZ? c'.Po'drian-i éiclinas y/o cdk?

ores son los responsabies de la susceptibilidad individual?
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Metronidazol: una visién integral

Andrés Bendesky'? Daniel Menéndez'

! Facultad de Medicina, UNAM,
? Departamento de Medicina Genémica y Toxicologfa Ambiental, Instituto de Investigaciones Biomdédicas, UNAM.,

El metronidazol es un agente sintético antibacteriano y
antiparasitario que se encuentra clasificado dentro de la clase
de nitroimidazoles, y cuyo uso en la prictica clinica ya tiene
mds de 35 aiios. Su indicacién original fue para el tratamien-
to de infecciones provocadas por Trichomonas vaginalis, pero
con ¢l paso del tiempo se ha ido ampliando el espectro de su
accién, utilizindose hoy en dia en el tratamiento de una va-
riedad de infecciones provocadas por diferentes tipos de or-
ganismos. El metronidazol inicialmente fue aprobado por la
asociacién de alimentos y drogas de Estados Unidos (FDA)
para uso humano en 1963, se encuentra disponible en formu-
lacién oral, parenteral, vaginal y tépica.

I. Introduccién

a) Antecedentes -

En el campo del tratamiento de infecciones provocadas por
protozoarios, bacterias y otros organismos, los compuestos
heterociclicos con grupos nitros dentro de su estructura bd-
sica molecular, representan una gama de agentes importan-
tes. En el afio de 1944 Dood y Stilmann indicaron la impor-
tancia de la adicién de grupos nitro a derivados del furano
para incrementar el efecto antimicrobiano no. 1. En 1955
Nakamura aislé a partir de Streproniyces ssp. la azomicina
(2-nitroimidazol) la cual mostré tener actividad microbici-
da contra Trichomonas vaginalis. iniciando la sintesis de
fdrmacos derivados de nitroimidazoles. A finales de la dé-
cada de los 50, Cosar y Julou® sintetizaron el metronidazol
o (1-(B-hidroxietil (-2-metil-5-nitroimidazol) [figura 1].
Espectro de accién

El metronidazol (MTZ) se desarrollé con el propésito de
combatir infecciones por Trichomonas vaginalis. Poco des-
pués su uso se amplié para combatir las infecciones pro-
vocadas por otros protozoarios como Entamoeba histoly-
tica y Giardia lamblia. Hoy en dia el metronidazol tam-
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Figura 1. Estruélura del metronidazol.

bién es considerado uno de los medicamentos m4s efica-
ces para combatir las infecciones por bacterias anaerobias -
tanto gram-negativas como positivas (cuadro 1), destacan-
do la infeccién por Helicobacter pylori.'***

El MTZ también es titil en el tratamiento de la enfermedad
de Crohn," asi como para afecciones dérmicas como la ro-
sdcea, el acné vulgar® y la dermatitis perioral®® entre otras.
Como dato interesante, el MTZ ha mostrado ser efectivo
como radiosensibilizador para células hipéxicas, al grado-
de ser empleado para incrementar la efectividad biolégica -
de la radiacidn ionizante durante la radioterapia de pacien- -
tes con cierta clase de tumores® asi como en combinacién
con agentes alquilantes para mejorar la eficacia de la tera-
pia antitumoral.®

Mecanismo de accién como antibidtico y antiparasitario -
ElI MTZ es relativamente inactivo hasta que es metaboliza-
do dentro de los organismos susceptibles; es activado cuan- -
do se reduce, postulindose que su mecanismo de accién es
a través de la eliminacidn del potencial reductor de micro-
organismos anaerobios y microaerofilicos.* Esto se da me-
diante la accién de protefnas transportadoras de electrones |
como la piruvato: ferrodoxina oxidoreductasa o flavodoxi-
na localizadas en el interior del paridsito/bacteria, las cuales -
llevan a cabo la reduccién del grupo nitro del MTZ que
resulta en la formacion de N-(2-hidroxietil) del dcido ox4-
mico y de acetamida. El MTZ daiia a las células al formar
aductos con las proteinas y los dcidos nucleicos.®®
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I1. Propiedades farmacocinéticas y farmacodindmicas

En cuanto a sus propiedades farmacocinéticas y farmaco-
dindmicas, el MTZ es uno de los antiparasitarios y antibacte-
rianos mds estudiados.

a) Absorcidn
El MTZ puede ser administrado por via oral, intravenosa,
topica, vaginal y rectal, aunque la mis empleada clinica-
mente es la oral. Las dosis orales del farmaco (250 o 500
mg por lo general) son rdpidamente absorbidas y distribui-
das a la casi totalidad del organismo. Los niveles en suero
pueden llegar a detectarse después de 1 hora de la ingestién
de una dosis de 500 mg alcanzando una concentracién plas-
mitica mdxima de 8 a 13 mg/L en el tiempo mdximo de
0.25 a 4.0 horas.*™ La absorci6n es excelente, presentando
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_Cuiadro 1, Organismos suscepiibles ai metronidazol.’

* Organismo” ‘Referencias

" Protozoarios B
Trichomonas vaginalis 2-4
Giardia lamblia 5.6
Entamoeba histolytica - 7.8
Anaerobios
Gram-negativos
Bacteroides fragilis 9
Otros Bacteroides spp. 10
Fusobacterium spp. 10
Actinobacillus spp. 1
Campylobacter fetus 12
Helicobacter pylori 13-15
Gardenerella vaginalis 16
Anaerobios
Gram-positivos - :
Peptostreptococcus 17,18
Clostridium peritinges 17,18
Clostridium difficile 17-18

una biodisponibilidad de + 90% por via oral. La adminis-
tracién de 500 mg por viarectal presenta una biodisponibi-
lidad de 62 al 82% y concentracién mdximade 4 a 5.5 mg/
L.* La administracién intravenosa, de 7.5 mg/kg del farma-
co cada 6 horas en individuos adultos sanos, produce un
pico de concentracién en el plasma entre 18 y 26 mg/L.*
En cuanto a la administracién tépica, principalmente in-
travaginal o dérmica, las concentraciones absorbidas son
minimas, aunque puede variar dependiendo del vehiculo
usado. El MTZ vaginal al 0.75% en dosis de 5 g ha produ-
cido valores de mdxima concentracién en plasmade 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, alcanzindose 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
absorcién dérmica del MTZ en gel al 0.75% estd reporta-
da como muy baja en pacientes con rosdcea, se detectaron
en suero concentraciones de 66 pg/L después de 24 horas
de ser aplicado 1 g del medicamento.™*

b) Distribucion

Tanto la administracién oral como intravenosa del MTZ son
ampliamente distribuidas en los tejidos y fluidos del organis-
mo, debido en gran parte aque su unién a proteinas séricas o
plasmiticas es relativamente baja (< 209).** Los voltmenes
de distribucién reportados varfan de 0.53 a 0.96 L/kg. ¥

El MTZ también logra penetrar en el liquido cerebroespi-
nal, alcanzando asf 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).»?

:vvr)

d)

e)

Metabolismo

En los mamiferos incluyendo al humano, la principal via
de biotransformacién del MTZ es el metabolismo oxidati-
vo. Las principales modificaciones que se dan en la es-
‘tructura quimica del MTZ son sobre sus cadenas alifiti-

‘cas, involucrando reacciones tanto de las llamadas de fase

1 (oxidaciones e hidroxilaciones) y como las de fase II (con-
jugaciones) que finalmente dan origen a las formas meta-
bdlicas hidroxilada, acetilada, asi como a metabolitos con-
jugados con glucurénidos respectivamente.**

En el humano es el higado el principal érgano encargado
en llevar a cabo la mayoria de las reacciones de biotrans-
formacién del MTZ mencionadas. En las reacciones de
fase I participan los complejos enzimdticos de citocromos
P450 (CYP450); se ha propuesto la participacién de los
complejos de las subfamilias 1A, 2By 2C.»

Cabe seiialar que uno de los productos del metabolismo de
MTZ., el metabolito hidroxilado, también presenta una acti-
vidad antimicrobiana considerable aunque menor ala del far-
maco original. Se ha reportado que este metabolito presenta
entre un 30 a 65% de la actividad reportada para el MTZ."-¥
Excrecidn

El MTZ en humanos es principalmente excretado por via
renal, en forma de sus metabolitos y en menor grado como
su forma parental.*? Los valores medios de eliminacién va-
rian entre 6 y 12 horas en individuos sanos.*”™ Usando tra-
zas radiactivas, los estudios de farmacocinética de MTZ en
humanos muestran que en un periodo de S dias, aproxima-
damente el 77% del medicamento es eliminado en la orina
y el 14% es excretado en las heces.*" Alrededor del 5% del
MTZ es excretado como bidxido de carbono (CO,) como
resultado del metabolismo reductivo de 1a flora intestinal.*!
El metabolito hidroxilado del MTZ (1-(2-hidroxietil}-hi-
droximetil-S-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 (1-(2-hidroxietil)-2car-
boxil-S-nitroimidazol) y los demds metabolitos representan
entre el 80 y 90% de todos los metabolitos encontrados en
la orina, mientras que Gnicamente entre el 6 'y 18% corres-
ponde al MTZ.** Bergan y colaboradores*? reportaron que
en los valores determinados en orina en individuos sanos
que recibieron 500 mg de MTZ por via intravenosa, el MTZ
represent6 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 habfa mencionado con
anterioridad en leche materna donde la vida media es de 9
horas aproximadamente.’’

Farmacodinamia

El MTZ es capaz de destruir rdpidamente a los anaerobios
susceptibles.** Como los aminoglucdsidos y fluoroquino-
lonas, el MTZ exhibe una efectividad dependiente de la
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concentracién y tiene un efecto
“tiende mds de 3 horas. Se ha sugendo laad

quefias mds frecuentemente.
II1. Uso terapéutico o

a) Amibiasis

E. histolyrica es una causa comiin de diarrea crénica y agu-
da, particularmente en paises en desarrollo. El espectro cli-
nico de la enfermedad puede ir de portador asintomdtico a
enfermedad invasiva con formacién de abscesos hepdticos
secundarios a su actividad litica de tejidos. El MTZ oral en
750 mg tres veces diarias por 5 a 10 dias es el tratamiento
de eleccién tanto para la infeccién gastrointestinal aguda,
como para el absceso hepdtico.”*** En mds del 50% de los
pacientes, la fiebre se resuelve en 3 dfas de iniciado el trata-
miento.* Desafortunadamente, una respuesta rdpida al tra-
tamiento con MTZ no puede predecir un control a largo
plazo de las infecciones por E. histolvtica. Un estado de
colonizacidn asintomitica persiste en aproximadamente 60%
de los pacientes tratados con MTZ y requiere el tratamiento
subsecuente con diloxanida o paromomicina.*®
Trichomoniasis

El pardsito protozoario T. vaginalis 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 dia por siete dias fue el régimen de tratamiento tradicio-
nal por muchos afos deﬁpuéﬁ de su lanzamiento inicial,
teniendo un éxito superior al 90%.*

Al principio de los afios 70, una tnica dosis oral de 2 g de
MTZ fue considerada tan eficaz como el régimen de 7 dias,
y asi este nuevo esquema se volvié mds comun gracias a la
mayor conveniencia y apego al tratamiento. El éxito ha
ido del 82 al 100%, pero atin pueden ocurrir fallas. Se ha
reportado resistencia de 7. vaginalis al MTZ,* pero en este
caso, parece no ser una caracteristica de todo o nada.
Helicobacter pylori

H. pylori es un bacilo gram-negativo pequeio, en forma de
S que se encuentra ocasionalmente en la capa mucosa del
estémago humano y que juega un papel importante en la
patogénesis de la enfermedad dlcero-péptica'™!'*+ (EUP).
La evaluacién del papel del MTZ en la terapia para la EUP
ha sido complicada debido a las numerosas combinaciones
de antibidticos, antagonistas del receptor de histamina H: e
inhibidores de la bomba de protones usados para combatir
infecciones por M. pylori. En estos casos se necesita terapia
de combinacién debido a problemas de resistencia.
Vaginosis bacteriana

La vaginosis bacteriana es una infeccién polimicrobiana.
Algunos de los microorganismos involucrados son Garde-
nerella vaginalis, varios anaerobios (Prevotella, Peptostrep-
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nistracién'de
dosis mds altas a mayores lmervalos ‘en’ lugar de dosxs pe-T :

tococcus, Mobilincus spp. 'y Bacteroides spp.) y micaplas-
“mas. 12161846 ] g (ratamientos preferidos han sido MTZ ad-
ministrado ya sea a una dosis de 500 mg oralmente dos ve-
ces al dia por 7 dfas, 2 g orales en dosis tinica, o como gel al
0.75% administrado intravaginalmente dos veces al dia por
5 dfas, con un porcentaje de cura que va del 80 al 100%.4¢
Enfermedad de Crohn

Aunque no se han implicado bacterias especificas en la
recafda de la enfermedad de Crohn después de reseccién
intestinal, el MTZ se ha usado desde hace mds de 20 afios
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, podria no afectar el
curso a largo plazo de la enfermedad. MTZ a una dosis de
250 mg 4 veces al dia con ciprofloxacina 500 mg dos ve-
ces diarias ha sido iitil para pacientes con la fase activa
aguda dc la enfermedad de Crohn.

Giardiasis

G. lamblia es un protozoario intestinal que causa una infec-
cién intestinal sintomdtica. Dependiendo de la respuesta
inmune del hudsped y la cepa de G. lamblia, el paciente
puede ser asintomdtico, o tener un sindrome de diarrea cré-
nica, malabsorcién y pérdida de peso. Dosis grandes de
MTZ, 6 0.25 g 3 veces al dia por 7 dias, han sido reportadas
como efectivas para adultos, y dosis de 5 a 7.5 mg/kg 3
veces diarias por 7 dfas, para nifios.**¢

Otros usos

El MTZ también es utilizado en el tratamiento de infec-
ciones bacterianas anaerdbicas intra-abdominales, en abs-
cesos cerebrales anaerébicos (con un gran éxito), infec-
ciones anaerdbicas del SNC; como profildctico en cirugia
de colon, cabeza y cuello; en infecciones dermatolégicas
como acné rosdcea, acné vulgaris, dermatitis perioral y
dlceras de decubito; y colitis por Clostridium difficile.*
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IV. Interacciones farmacolégicas

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 fenitofna, el ibu-
profen y el flurbiprofen.”’

Se habla mucho de un efecto antabuse al ingerirse conjun-
tamente con alcohol, sin embargo, en una revisién reciente
de la literatura de 1964 a 1999 realizada por Williams,* no
encontré el reporte de tal interaccién en las publicaciones de
estos afios salvo en contadas excepciones.

V) Reacciones adversas

Los efectos adversos del MTZ raramente son lo suficiente-
mente severos como para que causen la suspension del trata-
miento; los mds comunes son cefalea, ndusea, sequedad de la
boca, y sabor metilico; ocasionalmente se presenta vémito, dia-
rrea y dolor abdominal. Se han observado algunos efectos neu-
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rotéxicos del MTZ: pueden aparecer mareo, vértigo y myy rara-
mente, encefalopatia, convulsiones, incoordinacidn y atakia, La
reversibilidad de estas neuropatias puede ser lenta o incompleta.
EI MTZ est4 contraindicado en pacientes con enfermedad activa
del SNC. La dosis debe ser disminuida en pacientes con enfer-
medad obstructiva del higado o disfuncién hepdtica, cirrosis al-
cohélica, o disfuncién renal severa. También se ha reportado
pancreatitis aguda concomitante al tratamiento con MTZ.*

a) Terarogenicidad y embriotoxicidad
Dada la facilidad que tiene el MTZ de atravesar la barrera
placentaria, este medicamento presenta un potencial terato-
génico y embriotéxico en ratones, ratas, conejos.*™*' En hu-
manos se ha mostrado que a dosis terapéuticas de MTZ, este
farmaco no presenta aparentemente ningin peligro teratogé-
nico serio.”** De cualquier modo no se recomienda el trata-
miento con MTZ durante el primer trimestre del embarazo.

b) Carcinogenicidad
El MTZ es un mutigeno en sistemas bacterianos, produ-
ciendo sustitucién de pares de bases;'"**! sin embargo, su
mutagenicidad y actividad clastogénica en mamiferos es
controvertida. !4
Datos recientes, sin embargo, han mostrado que el MTZ y
su metabolito hidroxilado tienen la capacidad de inducir
dafio al ADN en linfocitos humanos -manifestados como
rompimientos de cadena sencilla y aberraciones cromosé-
micas-,**** aunque varfa la respuesta segdn los individuos.
Existen suficientes evidencias para aceptar la actividad car-
cinogénica del MTZ en animales experimentales, produ-
ciendo linfomas, cincer pulmonar y fibroadenomas ma-
marios y adenocarcinomas.® Al respecto, ya ha sido pro-
hibido para uso veterinario en Alemania.*
Desde 1960 hasta la fecha se han llevado a cabo diferentes
estudios en poblaciones humanas terapduticamente expues-
tas al fairmaco. Pese a que la mayoria de los datos son nega-
tivos. en un estudio de ellos el carcinoma broncogénico au-
menté significativamente en el grupo que tomé metronida-
zol.* La Agencia Internacional para la Investigacién sobre
el Cancer (IARC por sus siglas en inglés) clasifica al MTZ
dentro del grupo 2B, es decir que es un agente con eviden-
cia insuficiente para ser considerado carcinégeno humano,
pero con suficiente evidencia de carcinogenicidad animal.®

V1. Conclusién

El MTZ es un firmaco muy efectivo como antibiético y
antiparasitario aunque, como era de esperarse, la resistencia
microbiana al firmaco -sobre todo en H. pylori-, es cada vez
mayor. A pesar de su efectividad, el MTZ tiene un potencial
carcinogénico claro en animales experimentales, pero hasta
la fecha los estudios epidemiolégicos no han sido concluyen-
tes en humanos. Por lo tanto, son necesarios mds estudios

que aclaren su capacidad cancerigena para humanos y la sus-
ceptibilidad individual al formaco.
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Abstract

Metronidazole, an antlparasmc and antlbacterlal compound is one of the world’s

most used drugs and one of the 100 most prescrlbed drugs in the United States.

Metromdazole and one‘ of its products metabohsm (an hydroxylated compound)

are proven mutagens in: bacterial systems —the latter being 10 times more
mutagemc than the forme ve }been shown to be genotoxic to human cells.

Metromdazole is also an amm arcinogen and there is some epidemiological

evidence that suggests that, thisi drug ’mightf be carcinogenic for humans too.

Nevertheless, some,"stndle wve yieldec negat;yetesults in both genotoxic activity
and cancer induction" n for these results is discussed

here. ’R'eviewed‘in}th (i ie. known facts about the genotoxicity and

carcinogenicity’ o

genotoxici



Introduction

Metronidazole (MTZ) is an antibacterial and antiprotozoal drug that has-been in

use for over 35 years Nowadays 1t is one of the most used drugs worldwide,.it is

among the top 100 most prescrlbed drugs in the United States (data by IMS Health

[1]) and one-of the 10 most used drugs during pregnancy [2]. It appears in the
Essentla:l Drug List' f{thqu’rld Health Organization [3].
MetrOnida le mtroduced asa trxchomomclde in Europe in 1959 by Cosar and

J ulou [4} ‘Since. then 1ts chmcal apphcatlons have been growing and it is now the

kprlnmpal reatmen for Hehcobacterl" DL Jlorz mfectlons, amebiasis, giardiasis,

Q.been extensively used to treat
ic bacterial infections and as a

‘For. a_review about its clinical

eh-on Cancer (IARC) [6], the
al eafeinogen, but insufficiently so

for humans. Thi sgénetic toxicity, as well as with the facts

about its carcinogenic potential.




Mechanism of action as an antibiotic

Metronidazole is active only against anaerobic organis{r'n‘é "It is activated when

reduced through electron donation from ferxedoxm ‘or. ﬂavodoxm that were

themselves reduced: by the: pyruvate ferredoxm omdoreductase (POR) [7], possibly
» process “occurs only under strong]y reducing

lso actlvated in hypoxw cel]s of animals and

radlosensmzer of human tumo s [10 11] Activated

dlrectly w1th DNA an co_mplex can no

: lo'hg'e'rifu'n" 1oy n ffectlve pnmer for DNA and:RN. 61yrherases This is the

SR most ‘widely held explanatlon of 1ts tomc actlo on cells [12],'but 1t has not yet been

properly proved

Human metabolism

What follows is a short account,. of. ‘thef pharmacokinetics of MTZ, focusing

primarily on the oral and. vagmal routes of administration. Metronidazole is

;aé/2'4o Omol/L [14], but with higher and multiple doses.

Vaginal administration }jf‘a 500 mg formulation has yielded values of Cmax from 7

to12Omol/Lhsa7)




1str1buted m the human body, with steady-state volumes

i i Lof dlStI‘lbu on' of 0. -55-0. 76 L/kg [18 19] It crosses the blood-brain barrier [20]

_een found in placental tissue [21] and maternal milk [22, 23].
‘Metromdazole s half-life is about 8 hours and it is excreted primarily through the

kxdney.

: ,Thvef' ’oxi(v:"latiq'n"fgbf the aliphatic side chains of "MTZ in humans is the principal '

'datiQn products can also

metabolized by the human
zymes. There are very few
! Jast articles having been

these studies he observed that the

métabolites: an hydroxylated

£ “’ch'eiyu_i'i‘riéry excretion of a dose of MTZ

whlch accounts for 15%. There was an
aniount of metabolites formed. It was also

ethanol correlated with a higher hydroxylation of MTZ,

,,231 "és a possible metabolizer, since this CYP is
the édministration of phenobarbital (an inducer
B, 2C ana QA) to healthy subjects, it was observed that the
-also 4,‘é]evated.»Alternatively, Loft suggested as well that

'b"s'tlfafé of CYP1A1, and that due to the biphasic kinetics of its

biqtrépsfprmatlon ‘MTZ is hydroxylated by at least two different CYP’s, and




'prdposes"CYPlAi andCYP2E1 as pdy.’s's‘ibl)l‘e‘cvéfrjl‘dyidyate enzymes. In spite of this the

‘identity of the participant CYi;’S has not been dg_terrriined to date.

Genotoxicity

Genotoxic activity of MTZ has been intensively studied in different in vivo. and. in

6




it w1th the hlghest co.

Regarding to the induction of DN. "‘s‘tr‘aﬁd:br’ééks;_figeitz et al [35] studied 10 female

patients ‘wit w}ip were treated with 3 x 400 mg

ocytes for DNA single strand breaks

DNA Unwinding method (FADU). They

stically significant difference of mean

viltiﬂthe values 7 days after therapy

similar approach, Menéndez and co-

:gle cell gel electrophoresis (SCG,

authors suggested

metabolltes of M‘TZ'ra"th'é than by.the parent compound itself.

Fahrig andrErigelke“[ /] arrived at different results when using the comet assay

g tmder alk‘aline:fcendltlon hey,used lymphocytes of MTZ-treated patients with

- .’ '_dlfferent mfectlon (3 ‘O‘to‘ 3 x 750 mg / day for 5 days), and examined 400

N ] nuc1e1 per patlent 1mmed1ately before the first application and 30 min to 2 h after

e ,'the last one, findmg no dlfferences in DNA damage before and after treatment.




man-.lymphocytes they carried out the CA tests and the
cytoklne51 blocked mlc onucleus assay. On CFW mice they tested the induction of
lmlcronuclel in. bone marrow In all of those tests at all applied doses a significant

o greno‘_coxm ,effect was found.




" Mitelman et al.[42 isease under treatment with

200-1200 mgiMT!

c effect-[43]. Two groups of Crohn’s disease .
ble-blind "c:rqss-over Study,r Oilé"dlfff}l

t a;:then 4 months of




. was not evaluated and the data for some of the patlents (including the basal values

for one of them) is mlssmg

Carcinogenicity

Anitmal

The potent1al of MTZ to mduce cancer hasr'be’ejn arhatte'r of debate sinceRustia and

8 ,Shublk [44] repmted he

k wass mlce they obser\ d a’sig

irt ,aAnimals. Then again, Cavaliere et al [48]

ammat’y tumors in Sprague-Dawley rats by MTZ.




o Ddta on MTZ carc1nogen1c1ty for humans 1s amblguous. In one of the first studies,

néef might have been due to the
gt..t‘hréé of them were over 60 years
52] ‘because it was speculated rather
ollompg fhe same patients for up to 15 to 25
the standardized morbidity ratios (SMR) for
, melanoma, cancer of the thyroid, bladder,

18, nasopharyngeal and oropharyngeal cancer,

: ;wérérgreate than only. candei‘ of the lung was significantly elevated (12

“obsver}}ec'l vs.'3.5 expected, SMR 3.4, .1.8-5.9). After adjusting for smoking habits,

g tHe'SMRiV\i’és iq'we’_ ed. to 2'5"w_i:_tvhﬁ,af9'_5% CI of 1.3-4.4. They concluded that there




rcinoma among the exposed group and that MTZ

found an association between MTZ exposure

used metrqnid'azole nd:the:follow-u period was at the most 7.5 years but in

many cases could have be
uterine cervix (23observ ' 3 expected, RR 2.8, P<0.002), but this was
: attributed‘.to “an’ értifakc-t"rd_lie,tq’fthé'jé:svsociation of vaginitis with cervical cancer”. As
t}ie authors suggesfgd, "‘tk:_}viese‘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.




Two years:later,:in

ette addressed to the Journal of the American Medical



zaﬁc;"‘e;r. ih:cllilafen yoviinger than 5 years [2] in a cohort of

omen; enrolled in Tenhéssee_ Medicaid during their

.’There was a 2.5-fold

0.89-7.59) nevertheless it

wo major limitations of this study are the lack

An epidemioldgicél éVélua'q_oﬁ of MTZ [ 6 ], based on the report by Beard [50] and
nd lDénielson, resulted to be insufficient to consider this drug

n I_tf should be remarked that these studies had a very brief




‘byi'_B:éard na-cc r follow-up of the same patients

*z’i‘nbgi'f‘démobnstrakte sk of lung cancer after 15 to 25

ith- MTZ. u1d. aiso be given to Thapa [2] in
which and increased risk for neuroblastoma was observed among the children

exposed to MTZ during fetal life;
Mechanism of DNA damage 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 involvement of an oxidative metabolite as

duction of the nitro group o ‘2-nitroimidazoles (MTZ is a 5-

)is mediétéd-by NADH, xanthine oxidase, NADPH cytochrome P450
d NAL PH :éﬁbchrorhé creductase [60]. A summary of the reactions is

depicted in Figure 2.~ -




| Smce fh’e r'e[ ‘ctlon of MTZ in human _ very small if at all, this mechanism of

'DNA damage is probably not the one occurrmg in humans.
b) Bacterial activation hypothesis

When MTZ is incubated anaerobically with“rat“décalk contehts, it is metabolized to

acetamide in yields of 8- 15 % and to N (2-hydroxyethy1) oxamic acid (HOA) in




‘Iess than HM ap

of MTZ separated b hromatography from the urine of patients receiving this drug

and found mutage e ct1v1ty for HM and AAM. It has been observed that the
degree of mutagenlc act1v1ty is 7. to 85 times higher in the urine of patients treated

with MTZ compared to the controls [31]. In a recent study from our group




(submitted), HM was found:to induce MN in'cell lines with a functional P53 (the

. -Jurkat).

averyin

' kc,_s ftoge’trhér
ts to-account for the

c,hv‘l_argfer quantities is

an-cells as measured

* through the MN assay and the induction of P53




Conclusion

Whether MTZ is carc'inlybgejniq_ for htima s 1sst1ll an bp_en and important question

broad interindividual differences in MTZ metabolism could in

he_mdiﬁdi‘ial suséepti‘bility’-'tq"f(hé‘ development of cancer induce
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Table 1. Human genotoxic studies of MTZ

Subject of study?

15 patients of Crohn's CAinL .
discase

DBCOS3 of 22 patientsof CAinL

Crohn's disease

10 MTZ treatead children  CA in bone marrow
10 healthy volunteers CASin L

2 healthy volunteers CAand CBMN8inL

One volunteer SCGt 15 pH=10

10 healthy volunteers SCG L pH=13

13 MTZ-treated patients  SCG L pH=13

10 females with T. FADU?

vaginalis infection

PHA? stimulated and FADU

unstimulated lymphocytes

treated in vitro

Human hepatocytes AETY and QAW

12 healthy volunteers CPK", RI'z and SCE®

Assay performed ‘

,Rcsulls
~OinCA frequency compared to healthy controls

No increase in CA after treatment asa group

No increase in CA after treatment -~
OJ Chromatid and isochromatid breaks :

[ Percentage of cells with aberrations

O Frequency of chromosomal aberrations per cell
O In both assays

O Tail moment

03 Tail length 1 day after treatment

No DNA damage after treatment
[0 DNA ssb* immiediatly after therapy

[ DNA ssb

DNA fragmentation and unscheduled DNA synthesis

OcpK

ORI
No change in frequency of SCE

Comments

Some of the patients were concurrently
treated with sulphasalazine

Several individuals showing large increases in .

their CA

Linear correlation between chromosomal

" aberrations and replication index

The genotoxic effect was reduced when 59 -
mix or antioxidants such as 8- :
hydroxyquinolinc or vitamin C were added lo
the incubation mixture.

Inverse correlation between DNA damage and
MTZ plasmatic concentrations

. Doses of 31, 62, 125 and 250 mcg/ml

Marked interdonor v:matmn in the sensrtmty
to the genotoxic effects of M’IZ s

Reference.

[42]

‘[flé] =

{72]
(731

[41]

-

36]

(371
[35]

(75]

[76]

[40] - -

' See text for details

*Phytohemaggluninin

3 Double-blind cross-over

study

1 Single Cell Gel electrophoresis ‘comet’

5 Lymphocytes

© Chromosomal aberrations

7 Fluorescence Analysis of DNA Unwinding

8 Cytokinesis blocked micronucleus technique
2 Alkaline Elution Technique
1 Quantitative autoradiograplhy

" Cell proliferation kinetics

2 Replication Index

13 Sister chromatid exchanges
4 Single-strand breaks
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‘Abstract

The mutagenicity of metronidazole [1-(hidroxycthyl)-2-methyl-5-nitroimidazole] (MTZ) has been shown in different
prokaryotic systems. However, data on human cells are still contradictory. In this study DNA damagé was determined by
the single cell gel electrophoresis (SCGE) assay, in lymphocytes {rom 10 healthy subjects treated with therapeutic doses
ol this drug. Saumples were obtained before treatment. as well as 1 and 15 days after ending treatment. Results showed a
significant increase of DNA strand breaks 1 day after ending treatment, although, an inverse correlation between the amount
of DNA damage and plasma concentrations of MTZ was obtained, Thus. the observed damage may be induced by some MTZ
metabolite rather than by the parent drug. Interestingly. the amount of DNA damage returned to basal levels 15 days after
ending treatment, except in two individuals. This persistent damage should be further investigated. © 2001 Elsevier Science

B.V. All rights rescrved.

Keywards: Comet assay; Anmiparasitic drugs; DNA repair

1. Introduction

Metronidazole [1-(hidroxyethyl)-2-methyl-5-nitro-
imidazole) (MTZ) is an antiprotozoal and bactericidal
drug used for the treatment of several parasitic discases
such as thricomoniasis, giardiasis and amebiasis. This
compound ha$ also been utilized against infections
caused by anaerobic microorganisms {1-4], including
Helicabacter pylori [5,6]. MTZ has shown o be a po-
tent mutagen in bacteria and low eukaryotic systems
[7-9], mainly inducing base-pair substitutions [9,10].

- Corresponding author. Tel.: +52-56223846;
fax: +52-56223365.
E-mail address: ostrosky@servidor.unam.mx
(P. Ostrosky-Wegman).,

The mutagenic effect of MTZ is increased by micro-
somal activation [11], being necessary an enzymatic
reduction ‘of -the nitro group by microorganisms o
produce  its mutagenic reactive intermediates ({121
for review see [13]).

In contrast to data in bacteria, MTZ mutagenicity
“studies in mammalian cells are contradictory [13,14].
MTZ has been reported to interact, bind and damage
DNA directly [15-19], however, there are controver-
sial data on the capacity of MTZ or its metabolites 1o
induce gene mutations in mammalian cells {20,21]. In
human cells, MTZ did not induce sister chromatid ex-
changes or micronuclei both in vitro and in vivo {22].
However, Mudry ct al. [23] reported that MTZ has a
clastogenic effect, evaluated as chromosomal aberra-
lions and micronuclei, both in CHO cells and in human

0027-5107/01/8 - see front matter © 2001 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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lymphocytes. Although, the first report conceming
the evaluation of chromosomal aberrations in cells
from patients treated with MTZ showed an increased
frequency of damage after trcatment [24), this effect
could not be confirmed 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 measure DNA
damage, and showed that MTZ produced DNA sin-
gle strand breaks in human lymphocytes from patients
treated with 4800mg of the drug. This damage was
repaired seven days after ending MTZ therapy. The
same group reported the induction of DNA single
strand breaks in cultured human lymphocytes treated
with MTZ [18], an observation confirmed by others
using the single cell gel electrophoresis (SCGE) assay
128]. On the other hand, an in vivo study, in which
MTZ genotoxicity was investigated with the SCGE
assay, did not find differences in the level of DNA
damage before and after treatment [29]. However, it
should he mentioned that confounding factors, such
as age, sex, weight, and type of infection, were not
controlled.

We have previously reported an increased frequen-
cy of chromosomal aberrations in lymphocytes from
healthy individuals treated with therapeutic doses of
MTZ [30]. In the present study we evaluated the geno-
toxicity of MTZ using the SCGE assay in frozen lym-
phocytes obtained from the same healthy individuals
analyzed in the mentioned study [30].

2. Material and methods
2.1. Blood samples

Ten healthy men weighing between 55 and 65 kg
were included in this trial; median age was 23.5 ycars
(range: 18-25" years). Strict inclusion and exclusion
criteria were taken into consideration in an attempt
to avoid, as far as possible, confounding factors that
could alter the biological endpoints studied. The sub-
jects were non-smokers, not exposed to any known
mutagen or carcinogen in the last 3 months before and
during this study, and had not received any drug for at
least 4 weeks before the MTZ wreatment. The Ethics
and Rescarch Committee of the Miguel Silva Hospital
approved the investigation protocol.

Individuals received therapeutic doses of MTZ
(500 mg, p.0.) thrée times a day for 10 days. Blood
samples "wycre, taken” on the first day of (reatment
before administration of MTZ, and | and 15 days after
the last treatment. Mononuclear cells were separated
by a Ficoll gradient. Buffy coat was removed and
washed twice with RPMI 1640 medium at 1200 rpm
for 10min; the cells were resuspended in 2ml of
medium and counted with a hemocytometer. The
leukocytes were slowly frozen as described {31] and
cryopreserved in liquid nitrogen until use.

Cell viability was evaluated by the FDA assay as
described [32). Briefly, an aliquot of cells (800 ul)
was taken and cells were recovered by centrifugation,
the pellet of cells was resuspended and washed in
PBS 1X twice and resuspended in 50 pl of PBS. The
recovered cells were mixed 1:1 (v/v) with a staining
solution containing fluorescent diacetate (5 mg/ml)
ctidium bromide (1 mg/ml) in PBS 1X, dropped onto
a slide. and analyzed by a fluorescence microscope at
20X, where 500 cclls are counted.

2.2, SCGE assay

The SCGE assay was performed as described by
Rojas et al. [33] with minor modifications. After alka-
line lysis (2.5M NaCl, 100mM EDTA, 10 mM Tris,
pH. 10 at 4°C for 1 h), slides were placed on a hori-
zontal electrophoresis unit. The DNA was allowed to
unwind for 20 min in clectrophoresis running buffer
solution (300 mM NaOH, and 1 mM Na;EDTA. pH
13) Electrophoresis was conducted for 10 min at 25V
and 300 mA. All technical steps were conducted us-
ing very dim indirect light. After electrophoresis. the
slides were gently removed and alkaline pH neutral-
ized with 0.4 M Tris, pH 7.5. Ethidium bromide (75 p.l
of a 20 pg/ml solution) was added to each slide and a
cover glass was placed on the gel, DNA migration was
analyzed by an Olympus Bmax60 microscope with flu-
orescence equipment (filter G-2A), and measured with
a scaled ocular. For the evaluation of DNA migration
(tail tength), 50 cells were scored for each individual.

2.3. Determination of MTZ plasma concentration
Determination of MTZ plasma concentration was

donc | day after ending MTZ trecaiment. Plasma
from peripheral blood samples was obtained by

H
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Table ]

: Ccll viability in lymphocylc samples bcfore ln.almcnl as wc,ll as:

I and 15 days afier ending MTZ treatment®

1 'day after 15 days after®

X SD. X S.D. X S.D.

199.00 0.577 99.75 0500 99.50 0577
97.50 . 2.380 9875 2500 . 98.50 2.380
98.50 1.000 9875 0957 9825 0.500
97,00 3.000 100.0 0000 9850 1.000
97.00 - 0.816 9825 2060 9725 1892
98.25 1.258 99.50 1.000 99.00 [.154
9625 1258 9725 2217 ND
99.00 1414 9975 0500 ND
98,75 0957 9825 1500 ND
97,25 2217 9850- 1,290 98.00 ° 0957

X represents the average value of lhru. lectures; ND = not

. determined.

P End of treatment.

- centrifugation at 400 x g for 30min. MTZ plasma
.- concentrations were analyzed by the HPLC technique

described by. Lanbeck and Lindstrém {34]. Protein
was removed by centrifugation of plasma samples and
treated with an equal volume of acetonitrile immedi-
ately before the assay. Concentrations of parent com-
pound were estimated from standard curves of peak

N

hydroxuporpyl-2-methyl-S-nitroimidazole) was used
as internal standard. The ultraviolet detector was oper-
~ated at wavelength of 313 nm. Separation was accom-

" plished using a reverse phase silica gel pBondpack

CI18 column (3.9mm x 300mm, 10um), chro-
matograms were based on a mobile phase containing
0.01 M phosphate buffer (pH 7.5), 0.02M sodium ac-
etate mixed with 15% acctonitrile operated a flow-rate
of 1 ml/min MTZ and internal standard were detected
at 4 and 7 min, respectively on a mobile phase. The
peak area ratio of MTZ to internal standard was lin-
early related to the standard plasma MTZ concentra-
tion over the range of 5~50 pug/ml. The percentage of
recovery was 94.8 4 2.5%. The correlation coefficient
of the assay was 0.998.

2.4. Siatistical analysis

A non-parametric Mann-Whitney test was applied
to analyze statistical differences in DNA damage in
cells from cach individual before MTZ administration,
1 and 15 days after the end of treatment. Data from
seven donors in which the evaluation of DNA damage
in all sampling times was oblained, were included to
analyze differences by group before and after treat-
ment with a Wilcoxon test for paired samples.

height ratios, using ornidazole. The 1-(3-chloro-2-

Table 2
~Amount of DNA damage measured as the tail length (um) in lymphocytes from individuals treated with MTZ
" Individuals Before I day after* ph 15 days after” ph
Tail length +/— Tail length A/~ Tail length +/~
1 45.1 Sl 1609 40.7 2927 0.2756 479 1263 -, 0.0741
2 37.2 459 50.6 2.255 <0.0001 424 ) 1.887 .- '~ 0.0009
3 424 o0 18320 1563 2.798 <0.0001 119 . 1,563 . 0.3526
4 404 00 oo 1838 509 2744 . <0.0001 349 1.878 70,0094
5 LA T sA7 T 5030 2746 1 . 00006 433 10,9338
6 396 G 1496 47.7 S UR20965 00027 353 00710
7 275 i) 0201590 -36.8 . 2,164 .. <0.0001 - ND¥ ' B
"8 C3220 00 e L7860 U 4T s 20137 <0.0001 ND®
9 377 CUU1853 Va3 e 1122730 0.0058 ... ND° ) R o
10 291 0 SOULB26 T ‘21617 <0.0001 . 466 < <0.0001"
X o = X = pa X P
375 U618 s L6475 T 0.0098 T 4LT G

“End of treatment. - L :
b Two-tailed P, Mann-Whitney lest for unpalrcd samplcs >
¢ ND = not detertined. ‘

¥ Two-tailed P, Wilcoxon tést for pmn.d sumph,s

3
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3. Results

Cell viability was - evaluated - immediately~aflter

thawing all samples to discard a potential effect-in
DNA damage by the freczing-thawing process. Cell
viability was >=97% in all samples (Table 1), Table 2
shows the median values of DNA damage by individ-
uals after treatment with MTZ. Data indicate signif-
icant levels of DNA damage | day afier ending MTZ
treatment. The magnitude of this damage was statis-
tically significant in nine of ten individuals (Fig. ).
An inverse correlation was found between DNA dam-
age and plasmatic concentrations of MTZ (Table 3),

Table 3
Individual MTZ plasma concentrations | day after Lndmg MTZ
treatment .

Subjects IR . Concentration (ug/ml)

742
- 576
11.55
4.85
4.17
435
13.84
6.69
10.41
6.35

O‘OW\IO’_U!AMRJ—

- T
35 DAYS AFTER

9 dlcaung that - individuals with the lower concen-

rations of: MTZ had higher levels of DNA damage
(Fig.:"2; r = —0.6, P < 0.03). DNA damage occur-

“-ring 15 days after the end of MTZ treatment could

be evaluated in seven individuals, three donors did
not show up for sampling, The levels of DNA breaks
tended lo diminish in most donors, although, the
amount of DNA damage observed in two subjects was
still higher than their basal values (Table 2, Fig. 1).

80

55 4

DNA DAMAGE (jtm)

[1MTZ (ug/ml)

Fig. 2. Correlation between DNA damage in lymphocytes and MTZ
plasma concentration (pg/ml) | day after ending MTZ treatment.
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4. Di§cussion

.. Our results indicated an .- increased DNA damage,

- visualized by-the SCGE assay, in lymphocytes obtai-
ned from individuals 1 day after ending a 10 days
MTZ treatment regime. These results agree with
other reports [17,18,28], as well as with our previous
study with the same samples, in which we found (hat
MTZ raised the frequency of chromosomal aberra-
tions. It has been proposed that the MTZ-induced
DNA damage is linked to the oxidant aclivity of this
compound [28]. However, the inverse corrclation
between DNA damage and plasmatic levels of MTZ
found in the present work, suggest that this effect may
be generated by the metabolic products of MTZ rather
than by the parent drug. MTZ is biotransformed by the
cytochrome P450 1A1 (CYP A1) 1o a hydroxylated
metabolite  (1-(hydroxyethyl)-2-hydroxymethyl-5-ni-
troimidazole) and to an acetylated metabolite
(2-methyl-5-nitroimidazole- 1-acetic  acid)  [35,36].
The presence of an OH group in the MTZ-hydroxyl
metabolite  increases its reactivity with macro-
molecules such as DNA, RNA or proteins. In fact, this
metabolite is more mutagenic and DNA damaging
than MTZ itself [12,13,19,37,38].

It is important to mention that most of the stud-
ies carricd out with humans exposed to MTZ, did
not consider the individual response as an important
factor for analysis. Even the double blind study real-
ized by Mitelman et al. [27], the statistical evaluation
was based on group data. The authors did not find
significant differences in the frequency of chromoso-
mal aberrations among controls and exposed groups.
However, their data showed some individuals in which
there is a clear induction in chromosomal aberrations.

Persistent DNA damage 15 days after finishing
MTZ treatment could be due to different repair ca-
pacity among donors or some influence of MTZ or
its metabolites on the functionality of DNA repair
mechanisms, both possibilitics should be investigated
in future studies.

In summary, although, this study was performed
with a reduced number of subjects, the results indi-
cated that therapeutic doses of MTZ produced DNA
damage in circulating lymphocytes. However, this
DNA damage seems to be repaired as indicated by
the tendency, observed in most of the studied individ-
uals, to return lo basal levels 15 days after finishing
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MTZ treatment, excepl in two donors in which DNA
damage showed values higher than their basal level.
This individual susceptibility should be further eval-
uated because if DNA damage is not repaired, a
mutation can be transmitted to the next generation of
cells, representing a potential risk that eventually may
lead to cancer. On the other hand, since xenobiotics
metabolism could be altered in individuals harboring
hepatic parasites that are treated with MTZ, such as
Entamoeba histolytica, and taking into account that
some MTZ metabolites are even more genotoxic than
the parent drug, it is important to investigate MTZ
genotoxicity in those individuals.

Acknowledgements

This project was partially supported by CONACYT
and DGEP (UNAM).

References

[1] C. Cosar. L. lJulou, Activiti¢ de V-(hydroxy-2-ethyl)-1-
methyl-2-nitro-5-imidazole (8.823R.P.) vis-a-vis des infec-
tions expérimentales  &Trichomonas  vaginalis, Ann. Inst.
Pasteur (Paris) 96 (1959) 238-241. .

[2] R.B. Khambatta, Metronidazole in gardiasis, Ann. Trop. Med.
Parasitol, 65 (1971) 487-489,

{3} S.J. Powell, 1. McLeod, AJ. Wilmontt, R. Eldson-Drew,
Metronidazole in amoebic dysentery and hepatic liver abscess,
Lancet (1966) 404-408.

(4] F.P. Tally, V.L. Sutter, S.M. Fincgold, Treatment of anacrobic
‘infections with MTZ, Antimicrob. Agents Chemother, 237
(1975) 672-675.

(51 G.D. Bell. K.U. Powell, S.M. Burridge, et al.. Helicobacter
pylori eradication: efficacy and side effects profile of a
combination of omeprazole, amoxycillin and metronidazole
compared with four alicrnative regimens, Q. J. Med. 86 (1993)
743-750.

[6] R.A. Moore, B. Beckthold, L.E. Bryan, Metronidazole uptake
in Helicobacter pylori, Can. J. Microbiol, 41 (1995) 746-749.

[7] C.E. Voogd. On the mutagenicity of nitroimidazoles, Mutat.
Res. 86 (1981) 243-277.

{8) G.R. Mohn, T. Ong., D.F. Callen, PG. Kramers, C.S.
Aaron, Comparasion of the genetic activity of 5-nitroimida-
zole derivates in  Escherichia coli, Neurospora crassa.
Succharomyces cerevisue and Drusophila melanogaster. J.
Environ. Pathol. Toxicol. 2 (1970) 657-670.

[9] G. Cantelli-Forti, G. Aicardi, M.C. Guerra. A.M. Barbaro.
G.L. Biagi, Mutagenicity of a scries of 25-nitroimidazoles
and two nitrothiazoles in Sulmenella thypimurium, Teratogen.
Carcinogen. Mutagen. 3 (1983) 51-63.

23



158 ‘ D. Menéndez er al./Mutation Rescaich 478 (2001) 153-158

[10] P. Vanclle, M,P. De Meo, J. Maldonado, P. Nouguicr, M.P. ;

Crozet, M. Laget, G. Duménil, Genotoxicity in oxazolidine
derivates: influence of the nitro group, Eur. J. Med. Chem,
25 (1990) 241-250. }
{11] M. De Méo, P. Vanelle, E. Bernadini, M. Laget, J. Maldonado,
O. Jemtzer, M.P. Crozet, G. Dumenil, Evaluation of the

mutagenic and genotoxic activities of 48-nitroimidazoles and

related imidazole derivatives by the Ames test and the SOS
chromotest, Environ. Mol. Mutagen. 19 (1992) 167-181.

[12) D.I. Edwards, Nitroimidazoles durgs — action and resistance
mechani 1. Mect 1s of action, f. Antibiot. Chemother.
31 (1993) 9-20.

[13] L. Dobias, M. Cernd, P. Rosster, R. Sram. Genotoxicity and
carcinogenicity of metronidazole., Mutat, Res. 317 (1994)
177-194,

{14] T.J. Matula, Validity of in vitro testing, Drog. Metab. Rev.
22 (1990) 777-787.

[15] N.F. LaRusso, M. Tomasz, M. Mitler, R. Lipman, Interaction
of metronidazole with nucleic acids in vitro, Mol. Pharmacol.
13 (1977) 872-882. .

[16] DA, Edwards, Reduction of nitroimidazoles and DNA
damage. Biochem. Pharmacol. 35 (1986) 53-58.

[17] M. Reitz. M. Rumpf, R. Knitza, DNA single strand-breaks
in lymphocytes after metronidazole therapy, Drug. Res, 41
(1991a) 155-156.

[18] M. Reitz, M. Rumpf, R. Knitza, Metronidazole induces
DNA strand-breaks in cultures of human lymphocytes and
phytohemaggtutinin-stimulated buman Iymphocytes. Drug.
Res. 41 (1991) 65-69.

[19} A. Martelli, A. Allavena, L. Robbiano, F. Matioli, G.
Brambitla, Comparision of the sensitivity of human and rat
hepatocytes to the genotoxic effects of metronidazole, Phar-
macol. Toxicol. 66 (1990) 329-334.

{20] P. Qstrosky-Wegan, | Lares, P. Samiago, G. Elizondo, R.
Montero, Metronidazole Aprt mutation induction in sheep and
the relationship whit its elimination rate. Mutat. Res. 307
(1994) 253-259.

[21] J. Dayan, M.C. Crajer, S. Deguingand. Mutagenic activity -

of four active-principle forms of pharmaceutical drugs:
comparative study in the Salmonella ryphimurium microsome
test, and the HGPRT and Na*/K* ATPase systems in cultured
mammalian cetls, Mutat, Res. 102 (1982) 1-12.
[22] B. Lambert, A. Lindbland, U. Ringborg, Absence of genotoxic
effects of metronidazole and two of its urinary metabolites in
human lymphocytes in vitro, Mutat. Res. 67 (1979) 281-287.
M.D. Mudry, M. Carballo, M. Labal de Vinuesa, M. Gonzalez
Cid, 1. Larripa, Mutagenic bioassay of cenain pharma-
cological drugs. IIl. Metronidazole (MTZ). Mutat. Res. 305
(1995) 127-132.

23

[24) F ‘Mitelinan, B. Hartley-Asp, B. Ursing, Chromosome

“aberrations and metronidazole, Lancet 2 (1976) 802,

[25) F."Sal G. Castadeda, J. Farfdn, M.C. Santilldn, O.
Mufioz, S. Armendares, Chromosome studies of bone marrow
cells from metronidazole treated patients, Ann. Gen. 23 (1980)
6364,

. [26) F. Mitelman, B. Strombeck, B. Ursing, No cytogenetic effect
of metronidazole, Lancet 1 (1980) 1249-1250.

{27} F. Mitelman, B. Strombeck, B. Ursing, O. Nordle, B. Hartley-
Asp, Metronidazole exhibits no clastogenic activity in a
double blind cross over study on Crohn's patients, Hereditas
96 (1982) 280-285.

{28]) JLL. Ré, M.P. De Méo. M. Laget, H. Guiraud, M. Castegnaro,
P. Vanelle, G. Duménil. Evaluation of the genotoxic activity
of metronidazole and dimetridazole in human lymphocytes
by the comet assay, Mutat. Res. 375 (1997) 147-155.

[29] R. Fahrig, M. Engelke, Reinvestigation of in vivo genotoxicity
studies in man. ). No induction of DNA strand breaks in
peripheral tymphocytes after metronidazole therapy, Mutat.
Res. 395 (1997) 215-221.

[30) G. Elizondo. M.E. Gonscbatt, A.M. Salazar, I. Lares. P.
Santiago, J. Herrera, E. Hong, P. Ostrosky-Wegman, Geno-
toxic effects of metronidazole, Mutat, Res. 370 (1996) 75-80.

[31] E.EE. Visvardis. A.M. Tassiou, S.M. Piperaki, Study of DNA
damage induction and repair capacity of fresh and cryo-
preserved lymphocytes exposed to HaO2 and gamma radiation
with the alkaline comet assay, Mutat. Res. 383 (1997) 71-80.

[32] G. Speit, C. Dennog. L. Lampl, Biological significance of
DNA damage by hyperbaric oxygen, Mutagenesis |3 (1998)
85-87.

[33] E. Rojas, M.C. Lépez, M. Valverde, Single cell gel electro-
phoresis assay: methodology and applications, Chromatogr.
B Biomed. Sci. Appl. 722 (1999) 225-254.

[34] K. Lanbeck, B. Lindstrom, Determination of metronidazole
and tinidazole in plasma and feces by high performance liquid
chromatography, J. Chvomatogr. 162 (1979) 117-121.

[35] S. Loft, Metronidazole and antipyrine as probes for the study
of foreign compound metabolism, Pharmacol. Toxicol. 66
(1990) 1-31.

[36} S. Loft, M. Dossing. H.E. Poulsen, et al., Influence of dose and
route of administrtion on disposition of metronidazole and
its metabolites. Eur. J. Clin. Pharmaco!l. 30 (1986) 467—473.

[37] V. Bahr, U. Ulman, The influence of metronidazole and
its two main metabolites on murine tn vitro lymphocytes
transformation, Eur. J. Clin. Microbiol. 2 (1983) 568~-570.

[38] T.H. Connor, M. Stocckel, J. Evrard, M.S. Legator. The
contribution of metronidazole and (wo metaboliles to the

activity del 4 in urine of treated humans and
mice, Cancer Res. 37 (1977) 629-633.




ANEXO g

39



-y

s, A - . . .
msn% - HOtmal|® drendon@hotmail.com Bandejade entrads | Pagina anterio

De : Patricia Ostrosky <ostrosky@servidor.unam,mx>
Para : drendon@hotmail.com
Asunto : Fwd: Your paper MUT 9302 submitted to Mutation Research Regular Papers
Fecha : Mon, 07 Jan 2002 22:35:54 -0600
Datos adjuntos : MUT_9302_CTF_11190162.PDF (15k), MUT_9302_OOF_11190162.PDF (9k),
TERMS1_11190162.PDF (16k)

Date: Mon, 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: <gstrosky@servidor.unam,mx>

From: "Ms. Edelle Neylon" <e.nevlon@elsevier.ies

Subject: Your paper MUT 9302 submitted to Mutation Research Regular Papers
X-Original-From: ENEYLON@BACCUS.ELSEVIER.CO.UK

Shannon, 07 January 2002

Re: Role of PS3 fucnctionality in the gentoxicity of metronidazole and its
hydroxy metabolite

Journal: Mutation Research Regular Papers
Editorial reference: JGEN2157
Our reference: MUT 9302

Dear Dr. Ostrosky-Wegman

We have received your above-mentioned article for publication. On behalf of
Elsevier Science, I would like to take this opportunity to thank you for
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 proofs will be sent unless you indicate otherwise by return.

Attached you will find a Copyright Transfer form and an Offprint order
form plus

price list in PDF format. To view and print the attachments you will need
Acrobat Reader from Adobe. This program is freely available and can be
downloaded from http://www.adobe.com/ . 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 on
the explicit understanding that you will sign and return the original copy of
the attached Transfer of Copyright form. A fax or copy of the signed form is
sufficient for us to proceed in good faith; however, for 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 different 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. o RIS s

16/01/02

© hitp:/lw21d. hotmail




Hotmail -~~~ =~ e Pdgina 2 de 2

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 journal.)

If you wish to order offprints you can return this form with your corrected
proofs once you know the actual number of printed pages of your article. It is

important for our administration that you return this form to us even if
you do R
not wish to order offprints. R

Information on the status of your paper can be cbtained at :

http://www.elsevier.nl/oasis. You will need to fill in your surname

Ostrosky-Wegman and our reference MUT 9302 for access. Please note
that it takes 24 hours before your paper's details become available via
this system.

If any questions or problems arise, please do not hesitate to contact us,
preferably by fax or e-mail guoting MUT 9302 in all correspondence.

Yours sincerely,

Elsevier Science
Edelle Neylon
Administrator

Fax: +353-61-709107

Email: e.neylon@elsevier.ie

>4} © 2002 Microsoft Corporation,
ms . ¥ '+ Reservados todos los derechos. CONDICIONES DE USO  Deglaracién de privacidad_con aprobacién de TRUSTe

htlp:_//lw2fd.hotmuil.msn.'Ac‘or’n‘/c.:gi-bin/gétmég?curmbox:FOOOOOOOOI&a=8b72f4al9cfe805... ~16/01/02




Role of P53 functionality in the genotoxicity of metronidazole and its

hydroxy metabolite.

D. Menéndez!, A, Bendesky?, E. Rojas?, F. Salamanca3 and P. Ostrosky-Wegman?".
! Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de
México, México. :

3 Facultad de Medlclnai -
diatria Centro' Medlco Slg]o XXI, Instituto Mexicano del Seguro

: nlver51dad Nac10na1 Auténoma de México.

: Hospltal de
Somal, Méxic

*Correspondence Departamento de Medlcma Genomlca y Tox1colog1a Amblental

cic 'es‘“'Blomedlcas, UNAM PO Box 70228 Cludadi

or.unam.mx



ABSTRACT

P53 mediates several biologiéél processes for preservation of genetic stability such
as the induction of cell cycle arrest, DNA repair or apoptosis in response to DNA
damage. The antlparasmc drug, metronidazole (MTZ) is able to increase
ducmg at the same time chromosomal aberrations.

lymphocyte prohf_e at
Trying to un

ected event we used cell lines with different P53

fun‘c_tiqr'l‘ 1lit 'f‘ at}011 -capacity and the induction of
micro th.MTZ or its hydroxy metabolite. Our
‘in a dose response manner in all P53

'h'ngeé;f on the levels of P53 nor MN.

“.have a functional P53,‘ ,MTZ and its metabohte 1nc1eased both cell proliferation and
‘ use is mcreasmg and its’ carcmogemclty has not been discarded. = Our

ata lndlcate that MTZ hydroxy metabolite i is potentially a carcinogen and needs to

: be further studied.




INTRODUCTION,

The 5-nitroimidazoles 'compounds have been applied as antibacterial, antifungal
and antxprotozoal drugs : [1] Metronidazole [1-(2-hydroxyethyl)-2-methyl-5-

mtrmmldazole] (MTZ);ls a nltrmmldazole that has been used in clinical practice for

over 35 years, W played an 1mportant role in the treatment of anaerobic-

oi‘ biotransformation of MTZ
‘the hydroxy metabolite 1-
(HM) that represents the
M'r‘r‘iinor degree, the acetic

D), [4].

hi mam DNA lesions being base
e'dernonstrated that HM and
ntrast in humans the genotoxic
co ‘tradlctory [10]. MTZ is classified by

1ble human carcinogen with inadequate

» ewdence [11]

Recent reports have shown -that MTZ is able to produce DNA strand breaks in
human lymphocytes both ivo” and “in vitro” [12-14]. MTZ and its hydroxy
metabolite are also able to increase lymphocyte proliferation after mitogenic

stimulus in humans [15; 18] ‘and mice [18-19].

~In a study carrled by our group with healthy subjects treated with MTZ at
~4,‘.¢therapeut1c doses we observed that after the treatment finished, there was a




of chromosomal aberrations [20] and DNA

‘awa')'r”ffd'rn”subsequent division by apoptotic cell death or by cell senescence and

necrotlc death [22- 23] The centra] component 1n thlS system is the ps53 tumor

elated with MTZ/HM induction of
s with different P53 functionality

c l‘p;ohferatxon w1th darﬁage
were treated w1th MTZ or HM. T
‘ ‘:f-_the mductlon of mlcronucleu (MN

e evaluation  of cell proliferation capacity and
hé'tkMTZ and its metabolite induce
hen P53 'nqp-functional.

cells to prohferate mth damag




MATERIAL AND METHODS.

Materials.

Metronidazole (CAS No. 443—48 -1) -and. actmormcyn D (CAS No. 50-76-0) were
hydroxy- metabohte 1-(hydroxyethyl)-2-
generqus glft from Rhone Poulenc

‘purchased ' from Sigma. : ‘The .
- :‘hydroxymethyl-5-n1tr01m1dazole wa

Pharmaceutlcal Co

"'Cell cultures and tv'eatment
v ’ ‘33-A (ATCC) and colon carcinoma

"dijriduals after MTZ treatment

o ulv“ﬂu’arescein diacetate in acetone (s mg/ml), 200 ul ethidium



ne the ef‘fect of MTZ and its metabollte on cell proliferation and the

e jfmductlon of genotomc damage —evaluated as frequency of micronuclei—, we used

‘I.jleﬂy, 1>‘106 cells per ml were
mg,cyt-B was added (3 pug /
M ." Cells were gently fixed
htdcoded slides. After 24 h,
of ééll proliferation was done

onucleated binucleated and

-total’of.100 blnucléated cells with preserved

micronuclei for each con entrat_;on assayed.

nti y;aé 'ides'éri‘bed [32]. After 24 h of

rlfugatlon at 1200 rpm 10 min and washed




- ',j:g'el and then transferred toiyva’ nitr:oicellu]ose membrane (Amersham) using a semi-

nind'then assessed for P53 and actin protein levels by

: dry transfer cell (BioRad);’
western ‘blot ana1y51s usmg nt1-p53 Do-1 and anti-actin I-19 human reactive
':antlbodles (Santa Cruz) The 1mrnunoreact1ve bands were visualized by ECL

chemllummescence - peroxidase  system  (Amersham) on

' fautoradlographl

m;“Tokyo, Japan). The relative intensity of the

resuspended on 1ce col )
incubated on ice fo 10 1 NA (1 mg/ml) was added, and
aliquots of o. 8 ml-of cel] ‘rank'sf(:a,rred into electroporation

chambers.
Norrnal-_(pcD 273) u1553 expression plasmids, were
‘ Amersham) and then used to transfect

uFd) durmg 0.5 ms for Jurkat cells.

nati n by incorporat‘ion of [3H]-thymidine.

n'd\_f‘,c ,l]éfip}e:'r well were incubated (in duplicate) in 96-well
6t‘al"i101ume of 200 pl for 48 h, under the same conditions
_,Cells were pulsed with 1 puCi of [3H]-thymidine (Du Pont, 6.7
~;Cl/mmol) o_‘,the last 18-h and were harvested onto glass-fiber filters by an
§ automatlc r:ell harvester (Skatron). [3H]-thymidine incorporation was assessed by
hqu1d scmtlllatlon spectroscopy on a Betaplate counter (Wallac) to determine

- cellular response to MTZ.




Stansncal analyszs -

'. Statlstlcal analysm was performed using pa1r—w1se one way analysis of variance
(AN OVA) and Xz test The data were analyzed using the STAT Plot program.




RESULTS.

Aftera24h treatmen of MTZ or HM, we did not observe cytotoxic effects (data no
shown) i in the dlfferent cell lines used in our study (Table 1); viability was above

80%

In order to evaluate if the functional status of P53 is involved in the generation of
T k damage by these substances, we analyzed the induction of micronuclei (MN) in the
cell hnes with different P53 functionality. Although the basal number of
o mlcronucleated cells was different in each cell line as shown in Figure 1, all cell
lines with abrogated. P53 functlon exlnblted a statlstlcally significant dose response
mcrease in the:number of MN in bmucleated ”’lls when treated with MTZ and HM

In e st; in P53 effec ,’nioy induction of MN with MTZ

B ftreatments (Flgures 2 and 3). In the immunoblot of C33-A which have a mutant




‘detected protein expression,

in inthis cell line is known.




DISCUSSION.

In the context of DNA damage,r cellular checkpomts have a critical role in the

damage response and estabhsh‘barmers to.prevent the perpetuation of injured

genomes [23].. P53.tu’ or uppressor protem 1s considered a key element in the

regulatlon of thes




elsogemc cellular system RKO/RKO-E6, where both cells
butthe pféSence'of a viral protein E6-HPV16 in RKO-E6
observed that MTZ and HM increased RKO-E6 cell
d:';im_a'_ge they present. In contrastin RKO cell line the
'"é’a’k'tr';»)en't did not alter the cell proliferation.

have‘demonstrated that in cells with functional P53,

R




S lf;followedkby ell cycle arrest [42]: Our data 1t_1djt:ate that early and late induction of

‘proposed as a blomarker of carcmogemcxty [44], thus HM carcmogen1c1ty requires
to be. further studied
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FIGURE LEGENDS.
Figure 1. Effects of MTZ and HM on cell prohferatlon and mductlon of micronuclei

in cell lines with funct10nal and n ons 5 protem The percent of

"Aihdependent experiments. B) Densitometric

:analy S. of 53 response The data represent the mean # s.d. from three separate

;_fexperlments. p<0 05 versus, control




_ experiments




Table 1. Functional status of p53 in cell lines

P53 protein
» Cell line p53 genestatus Codon affected functionality® References
 HeLa* WT + (36, 38]
RKO WT # [36]
RKO-E6** WT - (36, 45]
"7C33—A .~ mutated 273 - [36, 38]
; Jurkat : mutated 196, 256, 259, 260 - [46-47]

‘-°_Slgns +_,7and — refers to normal or altered functlon respectlvely
2 Infected w1th HPV—18
A j** Transfected w1th E6 (HPV16)
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Table 1. Human genotoxic studies of MTZ

Subject of study?

15 patients of Crohn's
discase

DBCOS3 of 22 patients of
Crohn's disease

10 MTZ treatead children
10 healthy volunteers

2 healthy volunteers
One volunteer

10 healthy volunteers

13 MTZ-treated patients
10 females with T,
vaginalis infection

PHA= stimulated and
unstimulated lymphocytes
treated in vitro

Human hepatocytes

12 healthy volunteers

Assay performed ‘

CAinL .

CAinL

CA in bone marrow
CASin L

CAand CBMN8inL
SCGt 15 pH=10

SCG L pH=13

SCG L pH=13
FADU7

FADU

AETY and QAW

CPKn, RI'z and SCE®

,Rcsulls
~OinCA frequency compared to healthy controls

No increase in CA after treatment asa group

No increase in CA after treatment -~
OJ Chromatid and isochromatid breaks :

[ Percentage of cells with aberrations

O Frequency of chromosomal aberrations per cell
O In both assays

O Tail moment

03 Tail length 1 day after treatment

No DNA damage after treatment
[0 DNA ssb* immiediatly after therapy

[ DNA ssb

DNA fragmentation and unscheduled DNA synthesis

OcpK

ORI
No change in frequency of SCE

Comments

Some of the patients were concurrently
treated with sulphasalazine

Several individuals showing large increases in .

their CA

Linear correlation between chromosomal

" aberrations and replication index

The genotoxic effect was reduced when 59 -
mix or antioxidants such as 8- :
hydroxyquinolinc or vitamin C were added lo
the incubation mixture.

Inverse correlation between DNA damage and
MTZ plasmatic concentrations

. Doses of 31, 62, 125 and 250 mcg/ml

Marked interdonor v:matmn in the sensrtmty
to the genotoxic effects of M’IZ s

Reference.

[42]

‘[flé] =

{72]
(731

[41]

el

36]

(371
[35]

(75]

[76]

’t401 e

' See text for details
*Phytohemaggluninin

4 Double-blind eross-over
study

1 Single Cell Gel electrophoresis ‘comet’

5 Lymphocytes
o Chromosomal aberrations

7 Fluorescence Analysis of DNA Unwinding

8 Cytokinesis blocked micronucleus technique
2 Alkaline Elution Technique
1 Quantitative autoradiograplhy

" Cell proliferation kinetics

2 Replication Index

13 Sister chromatid exchanges
4 Single-strand breaks
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