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RESUMEN 

Este trabajo se llevó a cabo con la intención de contribuir al conocimiento del 

mecanismo de formación del intercambio en las cromátidas hermanas (ICH}, mediante 

el estudio in vivo del destino de las lesiones que lo producen. Se analizó el efecto del 

tiempo de exposición al mutágeno directo etilnitrosourea (ENU) sobre la inducción de 

ICH en cada uno de tres ciclos de división celular sucesivos, en células de la médula 

ósea de ratón. Se empleó el protocolo de tinción diferencial en tres tonos (TDTT) de las 

cromátidas hermanas, para lo cual se administró bromodesoxiuridina (BrdU) en 

suspensión adsorbida a carbón activado, a una dosis de 0.2 mg/g de peso y 2.0 mg/g 

de peso, al inicio del primero y segundo ciclos, respectivamente. De esta manera, el 

protocolo TDTT permite distinguir tres tipos de ICH, cada uno de los cuales corresponde 

a los producidos en un ciclo de división especifico de los tres ciclos sucesivos (ICH-1, 

ICH-2 e ICH-3). Se trataron grupos independientes de tres a seis animales con 25 µg 

de ENU/ g de peso, a 1 O tiempos diferentes durante el lapso de tres ciclos. La cinética 

de la inducción de cada tipo de ICH mostró picos muy agudos y regulares, que 

coincidieron con frecuencias minimas de los otros dos. Esto indicó que la población 

celular analizada es sincrónica, con una duración del ciclo celular de aproximadamente 

9 h; de la cual, la etapa de síntesis ocupa la mayor parte e implica que la producción de 

ICH está relacionada con el curso de la duplicación del ADN y es una evidencia directa 

de que los ICH se producen en la horquilla de duplicación. La inducción de ICH-2 e ICH-

3 causada por la exposición en el primer ciclo, indica que la ENU causa inducción tardía 

de ICH, en células con su ADN no sustituido con BrdU. Para ahondar en este efecto, se 

determinó la inducción de ICH por la exposición en ciclos previos a los del protocolo 

TDTT. Se observó que el tratamiento aún 12 h antes, produce un incremento importante 

de los ICH-2 y aún mayor de los ICH-3, lo cual no podria ser explicado por la 

persistencia de las lesiones inductoras de ICH causadas por la ENU, porque tenderian 

a disminuir. Una alternativa es que la reparación de lesiones altera el patrón de 



metllación del ADN, generando cambios epigenéticos heredables capaces de causar 

Incrementos constantes en la frecuencia de ICH en ciclos subsecuentes, como ha sido 

demostrado con lnhibidores de la metilación. Este aumento tal vez se produce como 

resultado de la perturbación en el proceso de reparación por corrrección de pruebas de 

la ADN polimerasa, que requiere el reconocimiento de la hebra progenitora, la cual debe 

estar metilada. Por otra parte, la frecuencia de ICH-2 e ICH-3 fueron más altas que la 

de ICH-1, cuando la exposición se hizo en cada uno de los ciclos respectivos, indica 

que la incorporación progresiva de BrdU favorece la expresión inmediata de las lesiones 

como ICH. Para complementar el estudio del efecto de la BrdU sobre la inducción de 

ICH por ENU, se compararon los incrementos de ICH-3 en cromosomas descendientes 

de las cadenas de ADN que en el segundo ciclo estaban sustituidas (3G) o no (3N) con 

BrdU. Se observó que: a) La exposición durante el primer ciclo y en ciclos previos, 

causó inducción significativamente alta en cromosomas 3N y tambén en 3G. Para los 

ciclos previos esto es inesperado, dado que en esos ciclos no existen cadenas 

sustituidas. Se puede concluir que las lesiones en las cadenas progenitoras con timina 

son muy persistentes y pueden causar que durante la duplicación del ADN las cadenas 

recientemente sintetizadas en presencia de BrdU sean propensas a la inducción de ICH 

o que generen ICH en el mismo locus durante el primero y segundo ciclos : b) las 

lesiones producidas por la exposición a ENU durante el segundo ciclo, indujeron 

frecuencias de ICH similares en cromosomas 3N como en 3G, lo cual sugiere que estas 

lesiones son persistentes y que ia presencia de BrdU en el ADN no afecta la inducción 

de ICH por ENU, cuando la molécula con sustitución baja de BrdU se duplica en 

presencia de BrdU alta, c) la inducción de ICH en el tercer ciclo, es muy alta con 

respecto al testigo, tanto en cromosomas 3N como en 3G; sin embargo en los 3G fue 

significativamente menor que en los 3N. Esto se puede explicar por: i) las lesiones en 

las cadenas con timina son más propensas a la inducción de ICH cuando éstas se 

duplican en presencia de una concentración alta de BrdU o; ii) las lesiones en cadenas 

sustituidas con BrdU alta son más propensas a la inducción de ICH, cuando sus 

complementarias tienen timina. 
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ABSTRACT 

The aim of this work was to contribute to the knowledge of sister chromatid exchange 

(SCE) mechanism by studying the in vivo tate of DNA lesions involved in SCE. The time 

exposure effect to ethylnitrosourea (ENU), a direct mutagen, on SCE frequency in each 

one of three successive cell cycle in mouse bone marrow cells was analyzed. Three way 

dlfferentlal (TWD) staining of sister chromatids protocol was employed to distinguish 

three types of SCE (SCE-1, SCE-2 and SCE-3) which, are produced respectively in 

each one of three consecutiva cell cycles. Animals received two bromodeoxyuridine 

(BrdU) doses; a low dose, at the start of the experiments (0.2 mg/g body wt i.p.} and a 

high dose (2.0 mg/g body wt i.p.), 12 h later. Ten groups of mice were administered with 

an acute dose of ENU (25 µg of / g body wt; s.b). Each group received the treatment at 

different times after the first BrdU dose. The maximum value of SCE frequency in each 

cell cycle was very regular in relation to the time exposure and coincided with the 

mínimum frequency of SCEs of other cell cycles. After this maximum value, SCE 

frequency diminished meanwhile the SCEs of the subsequent cell cycle increased 

slowly. These results suggest the fallowing: i) the cell population is synchronic and its 

cell cycle lasts almost 9 h ii) the S phase occupies nearly the whole cell cycle iii) the 

SCE induction is related to DNA replication and iv) they allow to confirm directly that the 

SCE farmation occurs in the replication fark. The exposure to ENU during the first cell 

cycle caused a significant frequency of SCE-2 and SCE-3, indicating that this mutagen 

produces remarkably persistent lesions in non BrdU substituted DNA, capable to induce 

SCE in consecutiva cell cycles. This fact was explorad treating each of the three groups 

of mice with the same ENU dose at different times befare the first BrdU administration. 

The exposure to ENU 12 hours befare BrdU produced an important increase of both 

SCE-2 and SCE-3, specially in the last. These results are similar to those obtained by 

other authors after the exposure to demethylating agents and they proposed that 

changas in the DNA methylation pattern could cause an increase in erroneous ligation 
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events due to a decreased ability of the cells to discriminate between differently aged 

DNA strands. In the present work, it is possible that methylated cytosines were 

eliminated during the repair of lesíons induced by ENU exposure. In other hand, the fact 

that the SCE-2 and SCE-3 frequencies were higher than that of SCE-1, when the 

exposure occurred in their respective cell cycle, indicates that the progressive BrdU 

DNA incorporation is responsible of the immediate expression of lesions as SCE. 

Moreover, the BrdU effect on the SCE induction by ENU exposure, was evaluated by 

comparing SCE-3 frequencies in chromosomes originated from unsubstituted (3-N) and 

BrdU substituted (3-G) DNA strands present in the second cell cycle. The results shown 

the following: a) The exposure during the first cycle and befare the first BrdU dose 

causad a high significant induction in 3N chromosomes and also an increase in the 3-G. 

This observation was unexpected because there are not DNA substituted strands in 

those moments and let to conciude that lesions caused in DNA thymidine strands are 

very persistent and can generate in the recently synthesized strands, during the DNA 

duplication in presence of BrdU, susceptibility to induce SCE. An alternativa explanation 

is that the lesions cause SCE at the sama locus during the 151 and 2nd divisions. b) The 

ENU exposure in the course of second cell cycle, causad similar SCE frequencies in 3-N 

and in 3-G chromosomes and suggest that lesions involved are persistent and that the 

low BrdU substitution does not have effect when the DNA duplication occurs in presence 

of BrdU high e) The SCE induction in the third cell cycle was remarkably high in both 

types of chromosomes. However, in the 3-G was lesser than in 3-N. Two explanations 

are proposed i) the lesions on thymidine strands are more prone to induce SCE when 

these strands are duplícate in presence of high BrdU, ii) the lesions on high BrdU 

substitution strands are more prona to induce SCE when their complementary strands 

are unsubstituted. 
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1. INTRODUCCION 

1.1. Intercambio en las cromátldas 

hermanas. 

El Intercambio en las cromátidas 

hermanas (ICH) es un evento genético, 

visualizado como transposiciones simétricas y 

equivalentes_ en las cromátidas hermanas de 

los cromosomas en metafase. Las primeras 

observaciones del ICH fueron llevadas a cabo 

empleando métodos autorradlgráficos y de 

marcaje previo del ADN con timidina tritiada 

(Taylor et al., 1957). La forma en que la 

timldina se incorporó al ADN indicó que la 

duplicación ocurrió de acuerdo al modelo 

semiconservador y los ICH se evidenciaron 

como cambios recíprocos de marca en las 

de desnaturalización de la ·cadena de ADN 

bifilarmente sustituida (Morales-Ramfrez, 

1980). Estos procedimientos de tinción se 

han empleado en todos los trabajos recientes 

acerca del evento de ICH, ya que permiten 

obtener un mayor grado de resolución para el 

análisis de éste y son técnicamente más 

simples y rápidos que los métodos 

autorradiográficos. 

Se ha establecido que los ICH pueden 

ser inducidos por la BrdU (frecuencia basal) 

empleada para su detección (Morris et al., 

1992). Aunque existen evidencias sugestivas 

de la existencia de una frecuencia 

espontánea, como la obtenida a partir de la 

observación de anillos dicéntricos en 

cromátidas hermanas de los cromosomas en heterocigotos de maiz (McClintock, 1938; 

metafase. Posteriormente, los ICH fueron Margan et al., 1986) y la observación de 

detectados en cromosomas con tinción anillos dicéntricos en un cromosoma humano 

diferencial en sus cromátidas hermanas (Latt, en anillo (Brewen y Peacock, 1969), en los 

1973; Perry y Wolff, 1974; Mazrimas y Stetka, cuales no se usó BrdU. También se ha 

1978), como cambios recíprocos de tlnción. obtenido evidencia de una frecuencia basal 

Esta tinción diferencial se logró gracias al de ICH mediante la detección de frecuencias 

desarrollo de técnicas con tinción constantes a rangos de concentraciones 

fluorescente (Latt, 1973) y particularmente al bajas de BrdU (Kato, 1974a), la 

de la técnica de fluorescencia más Glemsa determinación de ICH en cromosomas con 

(Wolff y Perry, 1975), la cual requiere que los tinción en tres tonos de sus cromátidas 

cromosomas hayan incorporado 5- hermanas (Morales-Ramírez et al., 1987) o la 

bromodesoxiuridina (BrdU) durante dos ciclos estimación de ICH usando métodos de 

de división celular sucesivos o cuando menos 

en el primero de estos (Vogel y Bauknecht, 

1976; Kato, 1977) y además, un tratamiento 
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Por otro lado, existen evidencias de 

que la frecuencia de ICH se Incrementa por la 

exposición natural o experimental a agentes 

ambientales; mutagénicos o carcinogénlcos; 

como por ejemplo, los que se derivan de las 

actividades humanas (Yager, 1987; Gebel et 

al., 2001; Carere et al., 2002), o los 

compuestos empleados en la terapia de 

diferentes enfermedades (Tucker et al., 1990; 

Herens et al., 1995). 

1.2. Mecanismo de formación del ICH 

A la fecha, permanece sin resolverse 

la pregunta acerca del o los mecanismos 

involucrados en la formación del ICH. No 

obstante, los resultados de numerosos 

estudios relacionados con este evento han 

contribuido al logro de aproximaciones para 

contestar dicho cuestionamiento, como lo que 

a continuación se describe. 

1.2.1. Causas que generan el ICH 

Existen evidencias claras que 

demuestran que los ICH se inducen de 

manera directa por lesiones al ADN (Perry y 

Evans, 1975; Carrano et al., 1979, Cassel y 

Latt, 1980; Kaina et al., 1993; Engelward et 

al., 1998) e indirectamente, a través de 

inhibición o alteraciones principalmente del 

complejo enzimático de la duplicación del 

ADN (lshii y Bender, 1980; Nishi et al., 1982; 

Pommier et al., 1985; Darroudi y Natarajan, 

1987; Pommier et al., 1988; Dillehay et al., 
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1989; Tohda et al.. 1992; Mukherjee et 

al.,1993; Dominguez et al., 2001; Enomoto, 

2001 ). 

La naturaleza de las lesiones 

involucradas en la producción de ICH, no se 

ha dilucidado. Anteriormente, algunos 

resultados sugirieron como candidatos a los 

monoaductos (Cassel y Latt, 1980; Sahar et 

al., 1981 ), en tanto que otros, a los enlaces 

cruzados (Carrano et al., 1979) entre las 

cadenas de ADN o entre ADN y protelnas 

(lshii, 1981 ), etc. Posteriormente, se 

demostró que el aducto en el oxigeno 6 de la 

guanina, producido por la exposición a 

agentes alquilantes como la N-metil-N-

nitrosoguanidina 

metllnitrosourea 

(MNNG), o la 

(MNU), es una de las 

lesiones involucradas en la formación de ICH 

(Kaina et al, 1991; Kaina et al., 1993) y otros 

resultados obtenidos por la exposición a metil 

metanosulfonato (MMS) Indicaron que 

también el aducto en el nitrógeno 3 de la 

adenina está relacionado (Engelward et al., 

1996; 1998). Por lo que se ha propuesto que 

el ICH es inducido por varias clases de 

lesiones al ADN (Morales-Ramirez et al., 

1992). Por otro lado, tampoco parece haber 

una relación directa entre el número de 

lesiones y de ICH; según los cálculos 

llevados a cabo después de la exposición a 

luz UV (lshli y Bender, 1980) y a agentes 

alquilantes (Rasoull et al., 1994) 

Por lo que respecta a la inducción de 

ICH a través de la inhibición del complejo 



enzimático de la duplicación del ADN se ha 

observado que la Inhibición "de la ADN~ 

poli me rasa a. (lshii y Bender, t19SO;, Nishl et 
oc. ---~e-o.-=-~_,-._,, o:-~"-;--=-:-=,-.---o-=-o'=.;:;c--;='-c--- · --

al., 1982), de las topolsomerasas 1 y 11 

(Dillehay et al., 1989; Holden et al., 1989; 

Tohda et al., 1992; Degrassl et al., 1993, 

Mukherjee et al., 1993; Rlbas et al., 1996; 

Plñero et al, 1996; Fantlnl et al., 1998; 

Domínguez et al., 2001) y la alteración 

estructural de una ADN hellcasa debido a una 

mutación en el gen que la codifica (Wang et 

al., 2000; Yanklwiskl et al.; 2001; Enomoto, · 

2001; Gaymes et al., 2002). provocan 

incrementos significativos en la frecuencia de 

ICH. 

También, la inhibición de la poli(ADP­

ribosa)polimerasa enzima implicada en la 

reparación, duplicación y recombinación del 

ADN, da lugar de manera Indirecta a 

incrementos en la frecuencia de ICH (Morris y 

Hefllch, 1984; lkushima, 1990; Jorgensen et 

al., 1991; Caria et al., 1997; Domfnguez et al., 

2001). 

1.2.2. Relación entre la Inducción de 

ICH y la etapa de Síntesis (S) 

Se ha demostrado que el ICH ocurre 

durante la etapa de síntesis (S) del ciclo 

celular, ya que aunque el daño al ADN sea 

causado en cualquier etapa de éste, es 

necesario que las células pasen por S para 

que las lesiones se expresen como ICH 

(Wolff et al., 197 4 ). Además, en experimentos 

paralelos, se determinó una coincidencia 
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entre el tiempo de la mayor producción de 

ICH por lesiones al ADN y el del pico máximo 

de síntesis del ADN (Kato, 1974b). 

1.2.3. Relación entre la producción 

de ICH y la horquilla de duplicación 

La correlación entre Incrementos en la 

inducción de ICH y el número de puntos de 

crecimiento por bloqueo de la síntesis del 

ADN sugirió que la horquilla de duplicación es 

el sitio donde ocurre el evento de ICH (Kato, 

1980). Esta sugerencia fue apoyada con la 

demostración en células sincronizadas de 

una correlación entre la inducción de ICH por 

lesiones al ADN con la cantidad de ADN en 

proceso de duplicación (Lalt y Loveday, 1978) 

y con la observación de Incrementos 

significativos de ICH por inhibidores de la 

polimerasa a. que interfieren con la 

elongación de la cadena de ADN (lshli y 

Bender, 1980). Además, otros resultados 

indicaron que el progreso de la horquilla de 

duplicación es necesario para la producción 

de ICH por inhibidores de las topoisomerasas 

(Cortés et al., 1993) lo que sugiere que la 

horquilla de duplicación es el sitio donde se 

forman los ICH .. 

1.3. Formación de ICH 

1.3.1. Modelos 

Las bases en que se sustentaron los 

primeros modelos para explicar el mecanismo 

de formación del ICH, fueron por una parte, el 



conocimiento de que el evento ocurre durante 

la síntesis del ADN a nivel de la horquilla de 

duplicación debido a lesiones no reparadas o 

por Inhibición de las enzimas involucradas en 

la duplicación y por otra parte, a la 

consideración de que el ICH es un proceso 

de reparación recombinacional y de 

reparación replicativa (lshii y Bender, 1980). 

Algunos modelos se describen brevemente a 

continuación, tomando como referencia el 

nombre del autor. 

Kato (1977) propuso que la formación 

del ICH puede ocurrir por causa de 

rompimientos de cadena sencilla en el ADN, 

a través de dos mecanismos: uno, operando 

en la reglón prereplicativa (antes de la 

horquilla de duplicación), el cual es más 

frecuente y el otro, en la región postreplicatlva 

(después de la horquilla de duplicación), 

menos frecuente. El primero, ocurre mediante 

la participación de la maquinaria de la 

duplicación y el segundo, sucediendo de 

manera similar al entrecruzamiento meiótico. 

Shafer (1977), planteó un modelo de 

desviación de la duplicación del ADN, en el 

cual propone que la formación de ICH permite 

la continuación de dicho proceso en 

presencia de enlaces cruzados entre las 

cadenas progenitoras. El !CH se iniciarla en 

el sitio en el que la duplicación bidireccional 

del ADN se bloquea por el enlace cruzado; al 

generarse rompimientos en las cadenas 

progenitoras opuestas a éste que permitirían 

el desplazamiento temporal de los extremos 
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libres de los segmentos producidos a cada 

lado 5' del enlace cruzado y con ello, se 

volverían a asociar con las cadenas hijas· 

recientemente sintetizadas, por arriba y abajo 

del locus del enlace cruzado, produciendo un 

ICH. 

lshii y Bender (1980), propusieron un 

"Modelo de duplicación desviada", el cual se 

aplica tanto para ICH espontáneos como para 

los inducidos por luz UV; ya que inhibidores 

de la síntesis del ADN tuvieron el mismo 

efecto sobre la frecuencia de ambos. Asumen 

que la duplicación de una cadena progenitora 

que tiene una lesión (por ejemplo un dímero) 

se detiene, pero como la síntesis de la otra 

cadena continúa, la cadena recientemente 

sintetizada desplaza a la progenitora 

bloqueada uniéndose a ella detrás de una 

incisión producida delante de la lesión. Otra 

incisión, ahora en la otra cadena progenitora, 

en la posición opuesta al punto del bloqueo 

de su homóloga; permite que esta última 

desplace a la primera sobre un extremo de la 

incisión y se una al segmento desplazado en 

el otro extremo de la misma. Después de 

esto, la reorientaclón de la horquilla de 

duplicación y con ello, el reinicio de la síntesis 

a partir de los dos extremos libres que fueron 

originalmente cadenas progenitoras, facilitarla 

que éstas se unieran a las cadenas hijas y se 

completarla el ICH. Los autores consideran 

que este modelo plantea que el mecanismo 

de formación del ICH, podrla ser una clase de 

reparación postreplicativa libre de error, es 



decir, un hueco en la cadena hija opuesta a 

un dímero, que" no es reparado por sintesls 

postrepHqati"'.E1 de novo, podría ser reparado 

por la formación del ICH. 

Painter (1980), propone un modelo 

repllcatlvo en el que los rompimientos e 

int~rcambios de cadena doble, que dan lugar 

a los ICH solo son generados en el sitio de 

unión entre un agrupamiento de duplicones 

completamente duplicado y uno parcialmente 

duplicado. Se basa en el hecho de que 

agentes como la mltomlclna e (MMC) que 

causan una Inducción alta de ICH, bloquean 

el progreso de la horquilla de duplicación; en 

tanto que agentes como la radiación-X que no 

inducen ICH o lo hacen a una frecuencia baja 

inhiben la iniciación de los agrupamientos 

completos. Se asume que la formación del 

ICH, se iniciaría con la recombinación entre 

las cadenas hijas de un agrupamiento 

duplicado y las pogenitoras del agrupamiento 

parcialmente duplicado y se completaría 

cuando la duplicación de este último hubiera 

concluido. El autor sugirió que este 

mecanismo podria requerir de la participación 

de una función enzimática tipo 

topoisomerasa. 

A la fecha, ninguno de estos modelos 

ha resultado ser idóneo para explicar el 

mecanismo de formación de ICH; no 

obstante, en ellos se aprecia que este puede 

ser heterogéneo. Es evidente en los 

planteamientos, que las lesiones causantes 

del ICH son inespeclficas y que la inhibición 
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de la síntesis del ADN incrementa la 

posibilidad de que estas Induzcan ICH (lshii y 

Bender, 1980). En algunos modelos (Kato, 

1977; lshil y Bender, 1980), la horquilla de 

duplicación es el sitio donde ocurre el evento, 

en tanto que en otros se involucra un nivel de 

organización mayor del aparato de la 

duplicación del ADN (Shafer, 1977; Painter, 

1980). Finalmente, un modelo propone que el 

mecanismo de formación de ICH podria ser 

un tipo de reparación postreplicativa libre de 

error (lshii y Bender, 1980). 

En un intento por corregir esta 

situación Dufrain (1981) propone en su 

"hipótesis conformacional", que los diversos 

factores promotores del ICH, causan 

alteraciones en la conformación molecular del 

ADN o del complejo de Ja duplicación, dando 

lugar a estrés molecular durante la sintesis y 

que este estrés es aliviado por la formación 

de ICH en la horquilla de duplicación, en las 

uniones de dupllcones o en las uniones de los 

complejos de duplicones. Los ICH no son 

causados por lesiones individuales, sino son 

el resultado de la suma total de cambios en la 

conformación del ADN y por lo tanto en las 

configuraciones de niveles de organización 

más altos como lo duplicones y los complejos 

de duplicones. 

Los modelos anteriores fueron 

criticados por no considerar la participación 

enzimática en el proceso de formación de 

ICH (Dillehay et al., 1989) y no obstante que 

Painter (1980) sugirió que una enzima tipo 



topolsomerasa podría intervenir en la 

formación de ICH en las uniones · de 

duplicones, no dio ninguna descripción al 

respecto. 

Posteriormente se han propuesto 

otros modelos que plantean que las 

topoisiomerasas 1 y 11 participan activamente 

en el mecanismo de formación de ICH. La 

propuesta se basa por un lado, en el 

conocimiento de la función de estas protelnas 

durante la duplicación del ADN y por otro 

lado, en la capacidad de inducción de ICH por 

varios agentes que las inhiben (Dillehay et al., 

1989). Recientemente se ha reforzado la 

existencia de una relación entre las 

topoisomerasas y el mecanismo de formación 

de ICH. Se determinó que el progreso de la 

horquilla de duplicación, es importante para la 

función de las topoisomerasas (Cortés et al., 

1993) y se ha sugerido que estas enzimas 

pueden tener un papel significativo en los 

mecanismos de recombinación en general 

(Gale y Osheroff, 1992; Piñero et al., 1996; 

Fantini et al., 1998). Esto último es importante 

porque tiene relación con el hecho de que la 

formación de ICH está mediada por 

recombinación homóloga (Sonada et al., 

1999). 

Las topoisomerasas son enzimas 

nucleares conservadas en eucariontes, que 

catalizan diferentes cambios topológicos en la 

molécula de ADN durante la duplicación, 

transcripción y recombinación (Dominguez et 

al., 2001 ). Estas modificaciones dependen 

iHi}:ES!S ~°,N'. ;,¡1 
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básicamente de la capacidad que tienen para 

causar rompimientos en sitios de 

superenrollamiento de una cadena· 

(topoisomerasa 1) o en ambas cadenas 

(topoisomerasa 11) del ADN; formar enlaces 

covalentes temporales en los sitios de 

rompimientos (complejos escindibles 

ADN:topoisomerasas), remover los giros de 

las cadenas y restaurar los enlaces en el 

ADN, dejando a la molécula en su estado 

original (Dillehay et al., 1989; Domínguez et 

al., 2001 ). Por lo tanto, facilitan el progreso de 

la duplicación ya que relajan la tensión de la 

molécula debida al superenrollamiento de la 

doble hélice (Holden et al., 1989). Ejemplos 

de modelos que han considerado la 

participación de topoisomerasas en el 

mecanismo de formación del ICH, son los 

siguientes: 

Cleaver (1981) en su propuesta, 

consideró que los ICH espontáneos se 

producirian entre dobles cadenas duplicadas 

durante la remoción de los giros de la cadena 

progenitora, como resultado de una alteración 

en la función de una topoisomerasa no 

específica. Las lesiones en el ADN, causadas 

por la exposición a mutágenos, estimularlan 

la acción deficiente de la topoisomerasa, con 

lo cual se incrementarla la frecuencia de ICH. 

Pommier et al. (1985) postularon un 

modelo de formación de ICH que involucra el 

intercambio de subunldades de 

topoisomerasa 11 unidas a cada una de las 

cadenas dobles duplicadas (complejos 



escindlbles) con base a que determinaron 

una correlación cuantitativa entre la Inducción 

de ICH y rompimientos de cadena doble en 

los sitios de unión de ADN con topolsomerasa 

I, que ·fueron Inducidos por agentes 

intercaladores. En este modelo, ambos 

complejos escindibles se disocian y cada 

monómero se reasocla con el monómero 

complementario de la otra doble cadena (de 

manera heteróloga), formando un ICH. Se 

asume que el incremento en la frecuencia de 

ICH por lesiones al ADN, podrla ser debido a 

que un bloqueo de la horquilla de duplicación, 

prolongaría el periodo de cercanla entre los 

complejos ADN-topolsomerasa 11 para 

favorecer la reasociaclón heteróloga 

Dillehay et al. (1989) en un modelo 

denominado como "desplazamiento 

homólogo", proponen que los complejos 

ADN-topolsomerasas 1 y 11 formados en las 

cadenas progenitoras dirigen los intercambios 

de cadenas que dan lugar al ICH cuando una 

cadena homóloga vecina, no involucrada en 

el complejo, es desplazada a través de unión 

complementaria desde el complejo. El ICH 

ocurrirla durante la remoción de los giros de 

la hélice progenitora por la acción de 

topoisomerasas 1 y 11 y asumen que este 

mecanismo, podrla operar para modelos ya 

propuestos (Kato, 1977; lshii y Bender, 1980; 

Cleaver, 1981 ). Las topoisomerasas dirigirían 

las incisiones de las cadenas en los sitios 

adecuados y facilltarlan la proximidad de los 

extremos libres de las mismas, para su unión 
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de tipo complementario. Además, el 

desplazamiento homólogo explicarla el 

incremento de ICH por lesiones al ADN, ya 

que dicho desplazamiento sucederla en un 

lapso mayor debido al bloqueo de la horquilla 

de duplicación a causa del daño. Finalmente, 

al completarse el ICH, se reanudarla el 

progreso de la horquilla de duplicación 

después del bloqueo. 

Holden et al. 1989 proponen. que el 

ICH espontáneo se puede producir a causa 

de fallas ocasionales en la reunión de las 

cadenas originales durante el proceso normal 

de duplicación. Dichas fallas pueden 

aumentar por perturbaciones debidas a la 

presencia de inhibidores de las 

topoisomerasas, provocando un aumento en 

la frecuencia de ICH. Algunas perturbaciones 

podrían persistir y causar incrementos de ICH 

en generaciones celulares sucesivas. 

Posteriormente, Morales-Ramírez et 

al. (1990) propusieron un modelo 

recombinacional para la formación de ICH, la 

reparación o la persistencia de lesiones 

inductoras, el cual se basa en el modelo de 

recombinación bacteriana de Moore y 

Holliday, ( 1976) y en el de reparación 

postreplicativa en eucariontes de Lavin, 

(1978) y abre la posibilidad de que la 

duplicación del ADN puede progresar en 

presencia de lesiones de tal forma que 

durante la resolución del intermediario de 

Holliday puede ocurrir intercambio de doble 

cadena en el sitio donde está dicha lesión, es 



decir, se formarla un ICH; la otra alternativa 

es que se genere un Intercambio de cadena 

sencilla, el cual no daría lugar a ICH. 

1.3.2. La formación de ICH como 

expresión de la recombinación homóloga 

Como se mencionó, los modelos para 

explicar el mecanismo de formación de ICH, 

consideran que el evento es el resultado de 

reparación recombinacional (lshll y Bender, 

1980) y evidencias previas demostraron que 

la presencia de ADN hlbrido está involucrada 

en la formación de ICH Inducidos por la 

mitomicina e (MMC), un recombinógeno 

potente (Moore y Holliday, 1976). 

Posteriormente, se propuso que la frecuencia 

de ICH es una medida citogenétlca de 

eventos de recombinación (Pommier et al., 

1988) y ha sido generalmente aceptado el 

hecho de que el ICH es el resultado de un 

proceso de recombinación homóloga, que 

sucede durante la etapa de síntesis (Morales­

Ramírez et al., 1990) y comprende la 

producción de rompimientos en la cadena 

doble de las cromátidas hermanas en 

supuestamente, el mismo locus e intercambio 

y reunión de las subunidades resultantes de 

tales rompimientos (Wolff, 1982). 

La recombinación homóloga (RH), es 

una de las dos vlas principales de reparación 

de rompimientos de cadena doble de ADN 

(Morrison y Takeda, 2000), de enlaces 

cruzados intercadena y de otros tipos de 

daño (Godthelp et al., 2002). Es un proceso 

···-·-1fSfüC0~-1 
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que está lntimamente asociado a la 

duplicación del ADN, ya que opera cuando la 

horquilla de duplicación se bloquea por un 

rompimiento de cadena doble, que se 

produce a partir de una lesión de cadena 

sencilla que no ha sido reparada por escisión 

(Kuzminov, 2001; Okada et al., 2002). Se han 

descrito los genes involucrados en la RH, asl 

como las protelnas codificadas por ellos y se 

ha observado que son altamente 

conservados desde bacterias hasta 

eucariontes (Morrison y Takeda, 2000). 

Numerosas evidencias han sugerido que el 

proceso de formación de ICH es mediado por 

RH en células de eucariontes (Sonada et al., 

1999; Takata et al., 2000; Lamber! y Lopez, 

2001) y la inducción de ICH se ha empleado 

frecuentemente como un Indicador citológico 

de recombinación homóloga (Fasullo et al., 

2001; French et al., 2002; Miyagawa et al., 

2002; Yamashlta et al., 2002). Un estudio con 

células de pollo deficientes en los genes 

RAD51 y RAD54, centrales de la via de RH, 

permitió detectar una reducción significativa 

en la frecuencia de ICH espontáneos y la de 

los Inducidos por MMC. La reconstitución de 

la vla de RH, por la expresión del transgen 

humano RAD51 en estas células, restauró los 

niveles normales de ICH (Sonada et al., 

1999). Por otro lado, los resultados de un 

experimento con células de xeroderma 

plgmentosum variante, mostraron una 

correlación entre la Inducción de frecuencias 

altas de ICH y la formación de complejo 



hMre11, Involucrado . en la escisión e expresión de genes silenciosos (Woodcock et 

intercambio .dec"la doble cadena de ADN ·· al., 1983; lannl et al., 2000) y también la 
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estimula la producción: , de ICH por 

mecanismos de· recombinación homóloga 

dependientes del gen RAD51. (Fasulllo et al., 

2001 ). 

obstante que no se conoce el mecanismo a 

través del cual la desmetilación del ADN da 

lugar a este fenómeno, se ha demostrado que 

esto ocurre durante la duplicación de ADN 

hemlmetilado o desmetilado con 5-azaC 

(lkushima, 1984), que esta inducción se 

mantiene constante por más de 1 O 

generaciones celulares (Perticone et al., 

1987) y se asocia con disminución de la 

metilación genómica (Perticone et al., 1990). 

1.3.3. Formación de ICH por Además, se demostró que la desmetilación 

cambios eplgenétlcos 

Entre los cambios heredables, que no 

alteran la secuencia de bases del ADN, el 

proceso de metilación de la citosina ha sido 

ampliamente estudiado por su participación 

en la estabilidad genómica y en la represión 

génica (Kress et al., 2001 ). Este es un 

proceso reversible y dinámico que se 

establece durante la gamelogénesis y cambia 

a través del desarrollo en los mamíferos 

(Hsieh-C-L, 2000); los errores en dicho 

proceso pueden dar lugar a carcinogénesis 

(Wolffe et al., 1999; Paz et al., 2003). El 

empleo de inhibidores de la metilación, tales 

como la 5-azacitidina (5-azaC) han permitido 

estudiar las consecuencias de la 

desmetilación del ADN tales como la 
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sensibiliza al ADN para la inducción de ICH 

para la exposición a otros compuestos 

(lkushima., 1984; Lavia et al., 1985; Perticone 

et al., 1997). Se demostró que el incremento 

en ICH es observado solamente si la 5-azaC 

es administrada dos ciclos antes del análisis 

(Albanesi et al., 1999) es decir, cuando el 

ADN hemimetilado entra en proceso de 

duplicación y se ha pensado que si la 

hemimetilación es considerada como un paso 

intermediario en el proceso de desmetilación, 

el que a su vez está relacionado con la 

expresión génica; entonces, la desmetilación 

génica podría ser una causa del incremento 

en el ICH (Bianchi et al., 1988). El hecho de 

que la eficiencia de un evento de. 

desmetilación para la inducción de ICH, fuera 
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más baja en comparación con la observada 

por la exposición a agentes alquilantes tales 

como 8-mettoxlpsoralen, sugirió que la 

inducción de ICH por 5-azaC podría ser a 

través de un efecto indirecto a partir de 

cambios de amplio rango· inducidos en el 

ADN (Shipley et al., 1985). Se ha propuesto 

por otra parte, que la relación entre 

desmetilación e ICH es a través de una 

perturbación de la maquinaria celular a nivel 

de la horquilla de duplicación, la cual produce 

un incremento en el apareamiento erróneo, 

que da lugar a eventos de recombinación. 

Como el nivel de melilación es mantenido 

(heredado), a través de varias generaciones 

celulares, el incremento en el ICH también es 

mantenido a causa de esos eventos 

recombinacionales (Perticone et al., 1987). 

Otros autores proponen que dichos 

incrementos son causados por acumulación 

de errores que no pueden ser detectados por 

la actividad correctora de la polimerasa, ya 

que esta no puede distinguir entre la cadena 

progenitora que debe estar metilada y la 

recientemente sintetizada no metilada 

(Albanesi et al., 1999). Además, con base en 

los resultados de la investigación acerca de la 

asociación entre cambios genéticos y 

epigenéticos en relación a la carcinogénesls 

se ha determinado que diferentes 

compuestos como radiación gamma, y 

alquilantes como la ENU, que causan 

diferentes tipos de daño al ADN, los cuales 

eventualmente puede dar lugar a mutaciones 

--¡p~~-;-;Q"~~F0~::·. 
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también provocan también desmetllaclón en 

la molécula (Wachsman, 1999) y este daño, 

es el mismo que está Involucrado en la 

Inducción de ICH causada por dichos 

compuestos. 

1.4. Significado biológico del ICH 

A pesar de que a la fecha no se ha 

podido esclarecer completamente el 

significado biológico del ICH, hay evidencias 

muy claras de que representa o es la 

expresión de daño al ADN, por lo cual, el 

análisis de la inducción de ICH ha sido 

empleado como un indicador de 

genotoxicidad. Varios resultados han 

permitido demostrar que agentes con 

actividad mutagénica y carcinogénica 

conocida, causan Incrementos significativos 

en la frecuencia de ICH tanto en modelos 

experimentales In vitro (Perry y Evans, 1975) 

como en modelos in vivo (Nakanishi y 

Schneider, 1979; Palitti et al., 1982). 

Se ha observado que el evento de ICH 

ocurre ampliamente en la naturaleza, ya que 

se ha detectado en una gran variedad de 

células animales y vegetales, desde 

eucarlontes inferiores (Fasullo et al., 2001) 

hasta organismos altamente evolucionados 

como et hombre (Chao et al,. 1985; Escalza 

et al., 1989; Wel et al., 1993; Sonada et al., 

1999; Limoli et al., 2000; Miyagawa et al., 

2002), lo cual sugiere que el ICH representa o 

es la expresión de un proceso biológicamente 



relevante que ha sido preservado a través de 1987; Stollov et al., 2002); a través de 

la evolución. reparación post-repllcativa (Afzal et al., 1995), 

1.4.1. Correlación del ICH con 

de reparación d.~ . e!ºr~r~s. de apareamiento 

(Rasouli-Nla etal., 1994; Kalna et al., 1997) o 

eventos celulares de un proceso de recombinación homóloga 

La correlación del ICH con otros (Sonod~ ~t ~l., 1999; Llmoll et al., 2000; 

eventos ha sido debatida, aunque se ha 

demostrado que la frecuencia de ICH 

aumenta con la dosis de los mutágenos 

(Perry y Evans, 1975), no está bien 

establecida la relación entre ICH y mutación 

(lshlda et al., 1989; Capucci et al., 1995) y lo 

mismo ocurre en la correlación ICH­

cltotoxlcldad (Pommier et eal., 1988; lshida et 

al., 1989; Capuccl et al., 1995). Respecto a la 

vinculación entre ICH y aberraciones 

cromosómlcas, algunas evidencias indican 

que estos eventos están involucrados con 

diferentes tipos de lesiones o con 

mecanismos de reparación distintos (Capucci 

et al., 1995) y otros datos muestran que una 

proporción de los ICH inducidos por rayos X 

(ICHs "falsos") están relacionados con 

aberraciones cromosómicas (Morales-

Pichlerri et al. •. 2001). 

l..a .. relación estrecha entre la 

formación de ICH y la reparación por 

recombinación homóloga ha permitido sugerir 

que este evento representa un indice de 

estabilidad cromosómica (Sonoda et al., 

1999), ya que el daño genético que no es 

reparado por vias de reparación por escisión, 

bloquea la duplicación del ADN dando lugar a 

lesiones como rompimientos o huecos en las 

cromátidas hermanas (Okada et al., 2002). 

Dichas lesiones pueden ser reparadas a 

través de reparación por recombinación 

homóloga usando la cromátida hermana 

intacta como molde (Yamashita et al., 2002). 

Este proceso es más frecuente de lo que se 

había pensado (Johnson y Jasin, 2001) y da 

como resultado la restauración exacta del 

Ramirez et al., 1983, 1984, 1988; Bruckman ADN (Hartsuiker et al., 2001 ). 

et al., 1999a; Sayed Aly et al. 2002). 

1.4.2. Relación entre ICH y 

reparación 

Se ha considerado que el evento de 

ICH podria ser la manifestación de reparación 

de lesiones o de desviación de la duplicación 

del ADN en presencia de daño a esta 

molécula durante la etapa de sintesis (Kishi, 
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1.4.3. Persistencia de las lesiones 

inductoras de ICH y significado biológico 

del ICH 

Se ha determinado que el ICH es 

compatible con la supervivencia celular, ya 

que el tratamiento con diferentes agentes, 

causa inducción significativa de ICH mucho 

tiempo después del tratamiento; tanto en 
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poblaciones celulares en proliferación 

(Popescu et al., 1985; Morales-Ramlrez et al., 

1984, 1988, 1990, 1992, 1995a) como en 

aquéllas que no están en proliferación (He y 

Lambert, 1985; Conner, 1986; Tucker et al., 

1986). 

Esto significa que las lesiones 

inductoras de ICH o los cambios que generan 

en el ADN (Albanesi et al., 1999) permiten su 

duplicación en generaciones celulares 

sucesivas. 

La persistencia de lesiones se ha 

asociado con la transformación celular 

(Margison y Kleihues, 1975; Popescu et al., 

1985) y existen unos datos que indican que 

hay una relación directa entre actividad 

tumorigénica y persistencia de lesiones 

inductoras de ICH por la exposición in vivo a 

carcinógenos (Popescu et al., 1985; Conner, 

1986). y de persistencia muy prolongada, de 

inducción de ICH por exposición in vivo 

(Tucker et al., 1990) o In vitro (Natarajan et 

al., 1983) a agentes antineoplásicos (Tucker 

et al., 1990; Herens et al., 1995). Por lo tanto, 

el estudio de la persistencia de lesiones 

inductoras de ICH podría contribuir al 

conocimiento del significado biológico de los 

ICH y también de su mecanismo de 

formación. 

1.5. Destino de las lesiones Inductoras de 

ICH 

En el modelo recombinacional de 

Morales-Ramirez et al. (1990) para explicar la 
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formación de ICH, la reparación o la 

persistencia de lesiones inductoras, los 

autores plantean que la lesión puede o no ser· 

reparada en el momento de la formación del 

ICH o como consecuencia del mismo. Lo cual 

se podria inferir de la frecuencia de ICH en 

ciclos de división celular sucesivos a partir del 

ciclo en el cual se produjeron las lesiones. El 

hecho de que la molécula de ADN con 

lesiones sea capaz de duplicarse, indica que 

éstas pueden ser toleradas. La tolerancia al 

daño por agentes alquilantes ya ha sido 

demostrada (Aquilina et al., 1997). Esto sería 

probado con la ocurrencia de ICH en ciclos 

subsecuentes a aquél en el ocurre la 

exposición a los agentes. La persistencia de 

lesiones también se puede establecer cuando 

las lesiones dan lugar a ICH en un ciclo y 

vuelven a causar ICH en el mismo locus del 

cromosoma en el ciclo subsiguiente (lesiones 

tenaces). 

Por lo tanto, en el estudio de la 

persistencia de lesiones inductoras de ICH, 

ha sido importante el desarrollo de protocolos 

que permiten evaluar la persistencia o la 

reparación de las lesiones Inductoras de ICH 

durante el ciclo celular (González-Beltrán y 

Morales-Ramlrez, 1999, 2003) asl como a 

través de ciclos de división celular 

subsecuentes (Schvartzman et al., 1985; 

Escalza et al., 1969; Morales-Ramlrez et al., 

1988, 1990, 1992, 1995a). 



1.5.1. Protocolos para estudiar el 

destino de las lesiones Inductoras de ICH 

El empleo del protocolo tradicional 

para analizar el ICH, de la tinción diferencial 

en dos tonos de las cromátidas hermanas, 

permite evaluar la suma de los ICH que 

ocurrieron en dos ciclos sucesivos, pero no 

da información de la frecuencia de ICH en 

cada uno de ellos y por lo tanto de la 

reparación o persistencia de lesiones de un 

ciclo celular al siguiente. Además, la 

producción de lesiones persistentes y 

tenaces, las cuales dan lugar a ICH en el 

mismo locus en ciclos subsecuentes (Stetka, 

1979; Morales-Ramírez et al., 1988; 1990; 

1992; 1995a) tampoco pueden ser estimadas, 

ya que en este caso ocurre la cancelación de 

ambos ICH por la tinción 

Exposición a los mutágenos en diferentes 

ciclos celulares 

En algunos trabajos, la exposición a 

los mutágenos se llevó a cabo en diferentes 

ciclos y con base en la comparación de la 

inducción de ICH observada en cada caso, se 

infirió la inducción de ICH por ciclo (Conner et 

al., 1984; Kaina y Aurich, 1985). De esta 

manera, se concluyó que las lesiones 

causadas por algunos agentes son 

principalmente primarias, ya que produjeron 

ICH en el ciclo en el que ocurrió el 

tratamiento. Otros agentes causan además, 

lesiones secundarias, ya que también 

indujeron ICH un ciclo después de la 
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exposición y otros mutágenos causaron sobre 

todo lesiones secundarias (Kaina y Aurich, 

1985). De estos resultados se concluyó que 

las lesiones secundarias se originan de 

lesiones primarias no inductoras de ICH, las 

cuales requieren que el ADN se duplique para 

transformarse en lesiones inductoras, es 

decir, no se reparan, sino que son toleradas 

(Kaina y Aurich, 1985). Sin embargo, esta 

estrategia no es del todo válida, ya que la 

inducción de ICH en el primer ciclo de división 

ocurre en ADN no sustituido y en el segundo 

ciclo, en ADN unifilarmente sustituido con 

BrdU y como se ha demostrado, la BrdU 

ejerce un efecto modulador para la inducción 

de ICH causada por los mutágenos (Morris et 

al., 1992; Morales-Ramírez et al., 1992, 

1995a). Además, la exposición en el primer 

ciclo abre la posibilidad de cancelación de los 

ICH que suceden en el mismo locus en dos 

ciclos subsecuentes, los cuales se deben a la 

presencia de lesiones persistentes y tenaces 

(Morales-Ramírez et al., 1988, 1990, 1992, 

1995a). 

Análisis de /CH sencillos vs gemelos y de 

asimétricos vs simétricos 

Otros protocolos que también emplean 

la tinción diferencial en dos tonos y que 

además permiten evaluar la inducción de ICH 

por ciclo son a través del análisis de ICH 

gemelos e ICH sencillos (Speit et al., 1985) y 

mediante el análisis de ICH asímétricos y 

simétricos (Conner et al., 1984). En el primer 



caso, los ICH se observan en células 

endorreduplicadas que se han dividido dos 

veces en presencia de BrdU. Los gemelos 

ocurren en el primer ciclo y los sencillos en el 

segundo ciclo. En el segundo caso, el análisis 

se lleva a cabo en células que se han dividido 

durante tres ciclos en presencia de BrdU; los 

asimétricos representan la suma de los ICH 

que suceden en el primero y en el segundo 

ciclo y los simétricos son los ICH que ocurren 

en el tercer ciclo. Aunque ambos protocolos 

permiten evaluar la reparación y persistencia 

de lesiones inductoras de ICH, hubo 

contradicción en los resultados relacionados 

con la persistencia de lesiones causadas por 

MMC y metoxipsoralen más luz UVA (lshii y 

Bender, 1978; Linnaima y Wolff, 1982). 

Además, ninguno de estos protocolos es 

capaz de medir la producción de ICH debida 

a lesiones persistentes y tenaces. 

Estos hechos son los que quizá han 

contribuido a que ninguno de los dos 

protocolos haya sido empleado lo suficiente 

como para profundizar en la investigación 

sobre el esclarecimiento del mecanismo de 

formación y del significado biológico del ICH. 

Protocolo de tinción diferencial en tres 

tonos de las cromátidas hermanas 

Un protocolo de tinción diferencial en 

tres tonos de las cromátidas hermanas 

(TDTI) fue desarrollado primero en modelos 

in vitro (Schvartzman y Goyanes, 1980) y 

después en sistemas in vivo (Morales-
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Ramlrez et al., 1987). Se basa en la 

incorporación de BrdU al ADN durante tres 

ciclos de división celular sucesivos; a dosis 

baja en el primero y alta en el segundo y 

tercer ciclos. Permite distinguir los ICH que 

ocurren en cada uno de esos ciclos, asl como 

los que suceden en el mismo locus en dos 

divisiones subsecuentes (Morales-Ramírez et 

al., 1988). Además, facilita la interpretación 

del efecto que la BrdU tiene sobre la 

capacidad de los mutágenos para inducir ICH 

(Morales-Ramírez et al., 1990, 1992, 1995a) 

en ciclos de división celular subsecuentes. 

Este protocolo se ha empleado en células 

vegetales (Esca Iza et al., 1985, 1989), células 

humanas (Daza et al., 1992) o células de 

criceto chino in vitro (Escalza et al., 1992) y 

en células de la médula ósea de ratón in vivo 

(Morales-Ramírez eta l., 1988, 1990, 1992, 

1995a), para estudiar el destino de las 

lesiones inductoras de ICH, causadas por la 

exposición a un sólo tiempo, a diferentes 

mutágenos durante el primero o el segundo 

ciclo. De esta manera se determinó que la 

radiación UV (Schvartzman et al., 1985), la 

radiación gamma (Morales-Ramírez et al., 

1988) y diferentes mutágenos químicos como 

ciertos agentes alquilantes (Daza P.t al., 1992; 

Escalza et al., 1992; Morales-Ramírez et al., 

1990; 1992; 1995a), producen lesiones que 

tienen diferentes grados de reparabilidad, 

persistencia y tenacidad para la producción 

de ICH (Morales-Ramírez et al., 1988, 1990, 

1992, 1995a). Además, se ha podido 
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determinar el efecto de la incorporación ·de 

BrdU sobre la capacidad de esos mutágenos 

para· inducir ICH; en términos de 

sensibilización o de inhibición. 

El análisis de los resultados obtenidos 

en experimentos con estos mutágenos, en el 

modelo in vivo de células de la médula ósea 

de ratón, en términos de un marco teórico de 

probabilidades, indicó que las lesiones 

Inductoras de ICH tienen 100% ó 50% de 

posibilidad de dar lugar a ICH en ciclos 

subsecuentes (Morales-Ramfrez et al 1990, 

1992, 1995a) y fue la base experimental para 

proponer el modelo recombinacional 

(Morales-Ramfrez et al., 1990) que explica la 

formación de ICH generada por lesiones 

persistentes, las cuales pueden ser toleradas 

por la célula. 

No obstante que el protocolo TDTT ha 

permitido un acercamiento importante en el 

estudio del destino de las lesiones inductoras 

de ICH, tiene el problema de que el empleo 

de un solo tiempo de exposición puede crear 

incertidumbre para obtener Inferencias de la 

persistencia o reparabilidad de las lesiones a 

partir de las frecuencias de ICH inducidas por 

los mutágenos. 

Debido a que los altos incrementos de 

ICH producidos en el siguiente ciclo al de la 

exposición a un sólo tiempo, a algunos 

agentes alquilantes, en células de médula 

ósea (Morales-Ramirez et al., 1992, 1995a), 

no se ajustaron a lo esperado de acuerdo con 

el marco teórico de probabilidades, no resultó 
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fácil Inferir el destino de las lesiones 

Involucradas, ya que dos alternativas eran 

probables: (1) que lesiones originales no· 

Inductoras, producidas en el ciclo de la 

exposición, persistieran hasta el subsiguiente, 

transformándose en Inductoras de ICH o (ii) 

que esos incrementos fueran debidos a la 

formación de lesiones recientes en relación al 

ciclo postratamlento. La elección de una de 

estas posibilidades es posible solamente si se 

conoce la relación entre la inducción de ICH y 

el curso de la duplicación del ADN; en función 

del tiempo de exposición a los mutágenos, ya 

que la duda refleja la probabilidad de 

aslncronfa entre el tiempo de exposición a los 

mutágenos y el curso de la duplicación del 

ADN durante la división celular. 

Teóricamente, la inducción de ICH 

debida a lesiones no persistentes ocurrirá en 

el ciclo de la exposición; en los subsecuentes 

la causada por lesiones persistentes; ambos 

tipos de lesiones se habrían producido 

delante de la horquilla de duplicación. La 

segunda alternativa implica que hubo un 

desfasamiento entre el tiempo de exposición 

y el curso de la duplicación del ADN, ya que 

abre la posibilidad de que las lesiones 

hubieran -ocurrido detrás de la hgr.quilla de 

duplicación; en las cadenas recientemente 

sintetizadas con lo cual, ya no se expresaron 

como ICH en el ciclo de la exposición, sino en 

el subsiguiente; pero no son persistentes. 

Para poder establecer la relación entre 

la inducción de ICH y el curso de la 



duplicación del ADN, es adecuado el empleo ICH, ya que después de la incorporación In 

de varios tiempos de exposición a los vivo de la misma dosis de BrdU, en dos 

mutágenos durante los tres ciclos de división experimentos paralelos que usaron diferentes 

celular de protocolo TDTT, con lo cual, el procedimientos, la frecuencia fue más alta 

empleo de éste sería más útil para estudiar el cuando los ICH se evidenciaron mediante la 

destino de las lesiones inductoras de ICH. técnica de Unción diferencial de fluorescencia 

más Giemsa, que cuando se usó el método 

1.6. Efecto de la BrdU sobre la Inducción 

delCH 

1.6.1. Efecto de la incorporación de 

la BrdU persa 

Se ha establecido que la BrdU 

empleada para la detección de ICH por 

mutágenos, es capaz de inducir per se este 

evento. Algunos resultados demostraron que 

su incorporación durante la duplicación del 

ADN aumenta la posibilidad de producción 

de ICH (Mazrimas y Stetka, 1978), en tanto 

que otros datos indicaron que cuando la BrdU 

ya está incorporada en la cadena que actúa 

como molde durante la síntesis de ADN, 

induce ICH (O' Neill et al., 1983; Suzuki y 

Yosida, 1983; Stetka y Spahn, 1984; Escalza 

et al., 1985; Zijno et al ., 1989). 

Otras evidencias han permitido 

establecer que la frecuencia de ICH aumenta 

de manera proporcional con el nivel de 

incorporación del análogo (Schvartzman y 

Goyanes, 1980; Schvartzman et al., 1985; 

Morales-Ramírez et al., 1987; Escalza et al., 

1989) y datos adicionales indican que este 

aumento se relaciona también con los 

métodos empleados para la detección del 
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de detección inmunocitoquimíco (Russo et al., 

1994). 

Se ha determinado que la alteración 

del equilibrio de las pozas de nucleótidos 

celulares también tienen importancia para la 

inducción de ICH. Esto ha sido demostrado 

mediante la utilización de líneas celulares 

mutantes con diferentes tasas de actividad de 

la enzima timidilato sintetaza (TMP) (Morris, 

1991 ). Células de pacientes con síndrome de 

Bloom, con actividad TMP reducida, 

cultivadas en una poza baja en timidina 

presentan reducción notable de la frecuencia 

de ICH (Shlraishi et al 1989), en cambio, 

lineas celulares linfoblastoideas humanas con 

actividad TMP aumentada, muestran 

incremento en la frecuencia de ICH (Taguchi 

y Shlralshi, 1989). Además, el ce-cultivo en 

pozas altas en timidina, de células que tienen 

niveles altos de TMP con células de niveles 

bajos reduce la inducción de ICH en estas 

últimas (Shiraishi y LI, 1990). 

El o los mecanismos a través de los 

cuales la BrdU induce ICH no se han 

establecido. La observación de 

proporcionalidad entre las frecuencias 

basales de ICH obtenidas en el primero y 



segundo ciclos, con respecto a la dosis de 

BrdU administrada durante tres ciclos, sugirió 

que la presencia de BrdU durante la síntesis 

del ADN induce el ICH. Sin embargo, el 

aumento de ICH en el tercer ciclo, no 

obstante el haber usado la misma dosis, 

apoya la idea de que la duplicación de una 

cadena de ADN sustituida también induce 

ICH (Morales-Ramírez et al., 1987). 

La disminución de la inducción de ICH 

por antipalna y dimetilsulfóxido en células SB 

sugirió que los radicales libres producidos por 

la incorporación de la BrdU en el ADN 

(Schwartz y Weichselbaum, 1985) están 

involucrados en la formación de los ICH, lo 

cual fue confirmado con la observación de 

una frecuencia baja de ICH en células de 

criceto chino mediante el empleo de marcaje 

con biotina-dUTP(biotina) en vez de BrdU, ya 

que la primera no causa la formación de 

radicales libres (Bruckmann et al., 1999b). 

Por otro lado, algunos resultados 

indican que la sustitución de BrdU en el ADN 

no es la causa del incremento en la 

frecuencia basal de ICH en ciertos tipos 

celulares (Tsuji et al., 1986; Wang et al .. 

2000; Yankiwiski et al .. 2001; Gaymes et al.. 

2002), sino más bién, lo es el genotipo de 

dichas células. En un estudio (Tsuji et al., 

1986), con células mutantes que tienen una 

frecuencia basal de ICH más alta que la de 

sus progenitoras (cuatro veces), las 

frecuencias de ICH permanecieron 

constantes en un rango amplio de sustitución 
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de timidina por BrdU (2-90%) y los autores 

concluyeron que las mutaciones de estas 

células, son las responsables de esa 

inducción y no el efecto de la sustitución de 

BrdU en el ADN. En otra investigación, en 

células provenientes de pacientes con SB, 

(Wang et al., 2000; Yankiwiski et al., 2001; 

Gaymes et al.. 2002), se demostró 

recientemente que una mutación en el gen 

BLM, es el origen de la alta frecuencia de ICH 

en éstas células, ya que esta mutación causa 

una alteración en la actividad de una helicasa 

que es esencial para el mantenimiento de la 

estabilidad genómica en estos individuos e 

implica que la presencia de BrdU en el ADN 

de estas células no tiene que ver con la 

inducción alta de ICH. 

1.6.2. Papel Modulador de la 

incorporación de BrdU sobre la inducción 

de ICH por mutágenos 

Numerosas evidencias indican que el 

papel modulador de la BrdU ocurre de forma 

diferente entre los mutágenos (Morris et al., 

1992; Morales-Ramirez et al.. 1992, 1995). 

Otros datos indican que dicho efecto sucede 

cuando se emplean concentraciones altas de 

los mutágenos (Natarajan et al., 1986) y que 

en el caso de ciertos inhibidores de la 

poli(ADP-ribosa)polimerasa, el nivel de 

sustitución de BrdU en el ADN es decisivo 

(Zwanenburg y Natarajan, 1984). La 

modulación de la BrdU puede considerarse 

en base a lo siguiente: 
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Senslbllización 

Existen evidencias de que la Inducción 

de ICH es más alta, cuando la exposición a 

los mutágenos ocurre después de la 

incorporación de BrdU; esto se interpretó en 

términos de que el ADN sustituido es más 

sensible· para la Inducción de ICH causada 

por los mutágenos, como es el caso de la 

exposición radiación ionizante, tanto in vitro 

(Renault et al., 1982) como in vivo (Morales­

Ramirez et al., 1983, 1984, 1994); las metil y 

etil nitrosoureas (MNU, ENU) (González­

Beltrán y Morales-Ramirez, 1999; Morales­

Ramirez et al, 2001 ), en células de la 

glándula salival de ratón; inhibidores de la 

polimerasa a (Morgan y Wolff, 1984a), en 

células en cultivo; cisteamina y cistamina 

(Speit et al., 1980) en células V-79 de criceto 

chino, etc. Otros resultados, indicaron que los 

altos incrementos de ICH producidos por la 

camptotecina (inhibidor de la topoisomerasa 

1) ocurren no solamente por la BrdU 

incorporada en el ADN, sino también por la 

que está presente en el medio durante la 

duplicación (Zhao et al., 1992). 

Inhibición 

Por otro lado, se han reportado datos 

que indican que la exposición a ciertos 

mutágenos, de células cuyo ADN está 

sustituido con BrdU, causa una Inducción 

menor de ICH y esto ha sido interpretado 

como debido a un efecto lnhlbidor de la BrdU 
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(Morales-Ramirez et al, 1992). En células V-

79 de ovario de crlceto chino que fueron 

expuestas a MNNG después de la 

Incorporación de BrdU se observó una 

reducción en la frecuencia de ICH de un 70-

80% en relación con la frecuencia observada 

cuando las células se expusieron antes del 

suministro de BrdU(Popescu et al., 1980). En 

el mismo tipo celular, la exposición a MMS 

después de la incorporación de BrdU indujo 

una frecuencia de ICH equivalente a un 50% 

respecto a la obtenida en células expuestas 

antes de la incorporación de BrdU (Ockey, 

1981); lo mismo sucedió en experimentos 

similares en células de médula ósea de ratón, 

in vivo (Morales-Ramlrez et al, 1992). 

Además, otros datos (Rodrlguez-Reyes, 

1996) indican también la existencia de un 

efecto inhibidor de la incorporación de BrdU 

para la inducción de ICH causada por 

dimetllnltrosamlna en células de la médula 

ósea. 

Ausencia de efecto modulador 

Otros resultados, muestran que la 

Incorporación de BrdU no tiene efecto sobre 

la inducción de ICH causada por ciertos 

mutágenos como bleomicina, proflavina y 

MMC (Morgan y Wolff, 1984b) y de 

lnhibidores de la poli(ADP-ribosa)pollmerasa 

(Morgan y Wolff, 1984c); o sobre el efecto 

sinérgico del postratamiento con cafelna, de 

células de pacientes con xeroderma 



pígmentosum, expuestas previamente a luz 

UV (Tohda y Oikawa, 1988). Asl mismo, se 

consideró el tratamiento con TPA (12-0-

tetradecanollforbol-13-acetato), un promotor 

de tumores que provocó incrementos de ICH 

independientemente de la concentración de 

BrdU en el ADN (Popescu et al., 1982; 

Schwartz et al., 1982) y la inducción similar 

de ICH en cromosomas descendientes de 

cadenas no sustituidas y en descendientes de 

cadenas sustituidas con BrdU, causada por la 

exposición de células de la médula ósea a 

ciclofosfamlda (Morales-Ramlrez et al., 1990) 

y a etil metanosulfonato (EMS) (Rodriguez­

Reyes, 1996) 

Controversia del efecto modulador de la 

BrdU 

Por otro lado, se ha observado que 

existe controversia en cuanto al efecto 

modulador de la incorporación de BrdU sobre 

la Inducción de ICH por algunos mutágenos. 

En células de glándula salival de ratón in vivo, 

la exposición a MMS en ADN sustituido causó 

un efecto sensibilizador, ya que incrementó la 

frecuencia de ICH en un 100% en 

comparación con la detectada por la 

exposición en ADN nativo (González-Beltrán 

y Morales-Ramírez, 2003). Esto datos son 

totalmente diferentes de los previamente 

reportados para este mutágeno (Ockey, 1981; 

Morales-Ramirez et al., 1992). Una situación 

más complicada se observa con la MMC, 
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cuya capacidad Inductora no se modificó por 

la incorporación de BrdU en células en cultivo 

(Margan y. Wolff, 1984c), pero si lo fue eri 

células de la médula ósea, en las que se 

detectó un efecto senslbillzador (Morales­

Ramlrez et al., 1990), ya que cromosomas 

con Incorporación alta de BrdU, mostraron 

una frecuencia de ICH equivalente a casi tres 

veces más que la de cromosomas con 

sustitución baja. En cambio, los resultados en 

células de glándula salival con su ADN 

sustituido (Morales-Ramirez et al., 1995b) 

indican la existencia de un efecto lnhibidor 

debido a que la exposición a MMC causó una 

reducción en la frecuencia de ICH equivalente 

a un 20% respecto a la que se encontró en 

células no sustituidas. Además, el hecho de 

que células CHO, expuestas a MMC; 

marcadas con biotina, tuvieron una frecuencia 

ligeramente mayor que la de células 

marcadas con BrdU (Stoilov et al., 2002), 

apoyarla la existencia de un efecto inhibidor 

de la BrdU, ya que se ha sugerido que la 

biotina no interfiere con la capacidad de los 

mutágenos para inducir ICH (Bruckmann et 

al., 1999a, b ). En cuanto al EMS, se reportó 

ausencia de efecto modulador en células de 

médula ósea (Rodríguez-Reyes, 1996), pero 

en células de glándula salival se detectó 

sensibilización (González-Beltrán y Morales­

Ramírez, 2003). Es posible que la explicación 

para estas controversias se relacione por un 

lado, con distintas variables como: la dosis de 

BrdU, el nivel de sustitución de BrdU en el 



ADN, o la concentración de BrdU presente 

durante la duplicación del ADN con lesiones; 

que pueden ser específicas en diferentes 

trabajos y por otro lado también podrfa Influir 

el hecho de que en varios experimentos se 

emplea el marcaje de BrdU en los dos o tres 

ciclos que abarca el protocolo usado (Ockey, 

1981; Margan y Wolff, 1984c; Rodrlguez­

Reyes, 1996), y en otros, dicho marcaje 

solamente sucede en el primer ciclo (Morales­

Ramirez et al., 1995b; González-Beltrán y 

Morales-Ramlrez, 1999, 2003). 

Adicionalmente, la absorción de la BrdU 

puede ocurrir de distinta manera entre los 

sistemas in vivo e in vitro y en células de 

tejidos diferentes. 

1.6.3. Modulaclón de la BrdU sobre 

el destino de las lesiones Inductoras de 

ICH 

En el estudio del destino de las 

lesiones inductoras de ICH es ideal tener el 

control de las variables arriba mencionadas y 

poder hacer Inferencias de la forma en que la 

BrdU afecta la capacidad de inducción de ICH 

por los mutágenos, la persistencia y el grado 

de reparación de las lesiones inductorafr 

durante divisiones celulares sucesivas; asf 

como la tenacidad de las lesiones para 

inducir ICH. Tanto persistencia como 

tenacidad son términos que se aplican a la 

producción de ICH posterior a la exposición, 

en relación a tiempo, divisiones celulares o en 

G
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la etapa de G1. La diferencia entre ellos es 

que la tenacidad se refiere a la capacidad de 

algunas lesiones, de poder causar ICH en el 

mismo locus en divisiones subsecuentes. Los 

protocolos que emplean la tinción diferencial 

en dos tonos de fas cromátidas hermanas 

después de marcaje del ADN durante dos 

ciclos de división celular sucesivos no 

permiten distinguir el efecto modulador de la 

BrdU (Ockey, 1981; Kaina y Aurich, 1985), ya 

que si se pretende determinar la persistencia, 

entonces la comparación entre la inducción 

en el primer ciclo y la del segundo. no es del 

todo válida porque en un caso el ADN tiene 

timina y en el otro está sustituido con BrdU. 

Además, la producción de lesiones tenaces, 

que causan ICH en el mismo locus en 

divisiones sucesivas pasarla inadvertida 

porque los ICH se cancelarfan por la tinción .. 

El protocolo de incorporación en células de 

glándula salival (Morales-Ramfrez et al., 

1995b; González-Beltrán y Morales-Ramfrez, 

1999, 2003), que marca al ADN durante la 

primera de dos divisiones sucesivas, ha 

hecho posible determinar que la BrdU no 

solamente afecta la inducción de ICH por los 

mutágenos, sino también el grado de 

reparación de las lesiones involucradas, 

-durante la etapa de G1. Asl mismo, et 

protocolo de la TDTT, que emplea células 

que incorporan tres diferentes niveles de 

BrdU ha permitido establecer la medida en 

que éstos modifican la capacidad Inductora 

de los mutágenos y podría también ser útil 



para evaluar la modulaclón de la persistencia 

de las lesiones Involucradas en la formación 

del ICH si la exposición a los compuestos se 

aplica en diferentes tiempos (Morales­

Ramirez et al., 1988, 1990, 1992, 1995). 

Reparabilldad. 

Se ha demostrado que la incorporación 

de BrdU en el ADN afecta el grado de 

reparabilidad de las lesiones que dan lugar a 

ICH. Esto se ha llevado a cabo en el modelo 

in vivo de células de glándula salival de ratón, 

las cuales son inducidas a dividirse de 

manera parasincrónlca durante dos ciclos de 

división celular sucesivos después del 

suministro de lsoproterenol (Morales-Ramlrez 

et al., 1995b; González-Beltrán y Morales­

Ramirez, 1999, 2003). La estrategia consiste 

en exponer a las células a los mutágenos en 

las etapas G1 temprana y tardía del primero y 

del segundo ciclos. Esto permite inferir el 

grado de reparación de las lesiones a partir 

de la diferencia entre la frecuencia de ICH por 

la exposición en G1 tardia menos la de G1 

temprana. Como la incorporación de BrdU 

ocurre durante el primero de los dos ciclos, la 

comparación del grado de reparación entre 

ambos ciclos, permite establecer el efecto de 

la BrdU, ya que en el primero las lesiones 

ocurren en ADN nativo y en el segundo en 

ADN unifilarmente sustituido. De esta 

manera, se detectó que las lesiones 

involucradas en la formación de ICH, 
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causadas por MMC (Morales-Ramirez et al., 

1995b), MNU (González-Beltrán y Morales­

Ramirez, 1999) y EMS (Gonzáiez-Beltrán y 

Morales-Ramfrez, 2003) son reparadas 

parcialmente si ocurren en ADN nativo; las 

producidas por ENU se r.eparan cuando 

suceden en ADN unifilarmente sustituido con 

BrdU (González-Beltrán y Morales-Ramirez, 

1999) y las ocasionadas por MMS (González­

Beltrán y Morales-Ramirez, 2003) se reparan 

de igual manera ya sea que se formen en 

ADN nativo o en ADN sustituido con BrdU. 

1.6.4. Mecanismo de la modulación de 

la BrdU sobre la Inducción de ICH por los 

mutágenos 

No se ha establecido el mecanismo a 

través del cual la BrdU modula la inducción 

de ICH por los mutágenos. Es posible que la 

sustitución del ADN provoque modificaciones 

en su estructura que a su vez Influyan en la 

capacidad de los agentes para inducir ICH 

(Morrls, 1991) o que este efecto modulador 

se relacione con la interacción particular de 

cada uno de los mutágenos con el ADN. En el 

caso de la Inhibición sobre la inducción de 

ICH por MNNG, se sugirió que la BrdU 

reduce los sitios en el ADN donde la MNNG 

reacciona (Popescu et al., 1980). Respecto al 

efecto sensibilizador de la incorporación de 

BrdU sobre la inducción de ICH por radiación 

gamma, algunos resultados, sugirieron que el 

incremento producido por la exposición de 
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células con su ADN sustituido, es debido a la 

Interferencia de la BrdU libre presente en el 

medio de cultivo con el proceso de reparación 

de lesiones durante G1 (Kondrashova et 

al., 1990). Por otro lado, el análisis de las 

frecuencias de ICH y de aberraciones 

cromosómlcas obtenidas en experimentos 

que usaron células marcadas con BrdU o con 

blotlna e irradiadas en el ciclo subsecuente, 

permitieron concluir que una proporción de 

los ICH son falsos porque se derivan de 

aberraciones cromosómicas y que el resto 

son verdaderos y se producen por el daño de 

la radiación a sitios del ADN que tienen BrdU 

(Bruckmann et al., 1999b; Sayed Aly et al., 

2002). 

Por otro lado, se ha considerado que 

la inducción de ICH causada por mutágenos 

no es solamente modulada por BrdU. Otros 
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factores tales como el tiempo de 

administración de los mutágenos en relación 

al tiempo del suministro del análogo, puede 

modificar la respuesta en términos del grado 

de dispersión de las frecuencias de ICH. Esto 

se puede explicar no solamente con base en 

la condición de sustitución de BrdU en el 

ADN, sino también en relación a la cinética de 

distribución y absorción de los agentes, de 

sus necesidades de activación metabólica y 

de la magnitud de sus vidas medias (Tlce et 

al., 1989). Aunado a esto, la inducción de ICH 

o Incluso la diferenciación de las cromátldas 

hermanas podrían ser afectadas por 

interferencia en la tasa de absorción de la 

BrdU debido a retraso en el ciclo celular de 

las células expuestas a los mutágenos 

(Russo et al., 1994). 



2.ANTECEDENTES 

El estudio del destino de las 

lesiones Involucradas en la producción de 

ICH podrla contribuir al conocimiento del 

mecanismo de formación y del significado 

biológico de este evento genético. Lo 

cual, a la fecha no se ha esclarecido del 

todo. Esto constituye el tema fundamental 

de la presente investigación 

Se ha propuesto que la 

incorporación de BrdU empleada para la 

detección del ICH puede ejercer un efecto 

modulador sobre la capacidad de los 

mutágenos para inducir este evento, lo 

que permite suponer, que el destino de 

las lesiones podría ser también 

modificado por la BrdU. Por lo tanto, en 

este trabajo se consideró necesario 

establecer si ocurre esto. 

El empleo del protocolo TDTT 

permite estudiar a la vez, el destino de las 

lesiones generadoras de ICH y el efecto 

de la incorporación de BrdU sobre el 

mismo, a través de tres ciclos de división 

celular sucesivos. 

Debido a que en el protocolo 

TDTT, la relación entre el tiempo de 
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exposición al mutágeno y el curso de la 

duplicación del ADN es esencial para la 

interpretación del comportamiento de las 

lesiones, en términos de persistencia y 

tenacidad; es necesario establecer como 

transcurre el curso de la inducción de ICH 

en los tres ciclos celulares sucesivos en 

función del tiempo de exposición. 

Aunado a lo anterior, es necesario 

tener la certeza de que el momento de 

exposición coincide con el momento en el 

que los mutágenos reaccionan con el 

ADN. Por lo anterior es 

metodológicamente más práctico emplear 

mutágenos de acción directa con el ADN, 

como es el caso de la etilnitrosourea 

(ENU), la cual es un agente alquilante 

que introduce radicales etilo en varios 

sitios nucleofílicos del ADN. Con esto, es 

posible evitar la formación de lesiones 

nuevas a tiempos fuera de control, 

causadas por el metabolismo de 

mutágenos de acción indirecta, lo cual 

crearía incertidumbre en las inferencias 

sobre el destino de las lesiones. 

Por lo tanto, este trabajo de 

investigación pretende responder a tres 
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preguntas, a través de sus hipótesis 

correspondientes: 

Pregunta 1. 

¿Cuál es la relación entre la inducción de 

ICH y el curso de la duplicación del ADN 

en función del tiempo de exposición al 

mutágeno? 

Hipótesis: 

Nula: Que no haya tal relación. 

Alternativa: Existe una relación 

entre la inducción de ICH y el curso 

de la duplicación. 

Pregunta 2. 

¿Es el ICH la expresión de un proceso 

que permite la tolerancia o reparación de 

lesiones en el ADN? 

Hipótesis 

Alternativas: 

a). Los ICH representan un 

proceso que permite la reparación 

de lesiones. 

b). Los ICH representan un 

proceso que permite la tolerancia 

de lesiones en el ADN. 

Pregunta 3. 

¿Cuál es el papel que juega la BrdU 

sobre la inducción y persistencia de las 

lesiones que inducen ICH? 

Hipótesis 

Nula: La BrdU no afecta la 

inducción de ICH ni la persistencia de las 

lesiones que los inducen. 

Alternativas 

a) La BrdU afecta la inducción de 

ICH y también la persistencia de 

las lesiones que lo producen. 

b) La BrdU afecta la inducción de 

ICH pero no la persistencia de 

las lesiones que lo causan 

c) La BrdU no afecta la inducción 

de ICH pero si la persistencia de 

las lesiones que lo generan. 
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3. OBJETIVOS 

Con base en lo anteriormente expuesto, en este trabajo se plantearon los siguientes 

objetivos. 

3. 1 Objetivo General 

Contribuir al conocimiento del mecanismo de formación de ICH mediante el seguimiento 

del destino de las lesiones en el ADN, que dan lugar a ICH. 

3. 2 Objetivos Particulares: 

3. 2. 1 Establecer el curso de la inducción de ICH en tres ciclos de división celular 

sucesivos por la exposición a ENU a diferentes tiempos. 

3. 2. 2 Determinar la persistencia y tenacidad de las lesiones inductoras de ICH 

por la exposición a ENU a diferentes tiempos 

3. 2. 3 Estimar el efecto de la incorporación de BrdU al ADN sobre la Inducción 

de ICH por ENU. 
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4. MATERIALES Y METODOS 

4.1. Estrategia Experimental 

La estrategia experimental consistió 

en establecer el efecto de la exposición in 

vivo a etllnitrosourea, a diferentes tiempos, 

sobre las frecuencias de ICH-1, ICH-2 e ICH-

3 en células de la médula ósea de ratón. 

Dicha exposición se hizo en el lapso de los 

tres ciclos que comprende el protocolo TDTT 

usado en este estudio. A partir de dicho 

análisis se infirió el destino de las lesiones 

involucradas en la producción de ICH. 

Además, el empleo del protocolo 

TDTT permitió determinar el efecto de la 

BrdU sobre la Inducción de ICH y sobre el 

destino de las lesiones involucradas, ya que 

durante los tres ciclos de división, hay un 

aumento gradual de sustitución con BrdU en 

la doble cadena del ADN, así como del nivel 

de incorporación durante la duplicación. En el 

primer ciclo el ADN tiene timina y la 

duplicación sucede en presencia de un nivel 

bajo de incorporación. En el segundo, el ADN 

está unifilarmente sustituido y el nivel de 

incorporación es alto; finalmente en el 

tercero, está bifilarmente sustituido a niveles 

alto-bajo y la incorporación es alta. 

4.2. Modelo experimental 

Se empleó el modelo experimental de 

células de la médula ósea de ratón in vivo. 

Este tejido se encuentra en proliferación 

contrnua y las células están en diferentes 

etapas del ciclo celular. Este modelo ha sido 

ampliamente usado en estudios citogenéticos 

(Tice e lvett, 1985) y se determinó 

(Rodríguez-Reyes, 1996) con base en una 

fórmula propuesta por lvett y Tice (1992) que 

su tiempo de generación promedio es de 

doce horas. 

4.3. Anlmales. 

Se usaron ratones· machos BALB/c de 

dos a tres meses de edad y de 30 g de peso, 

los cuales son criados en el bioterío del ININ 

donde son alimentados ad libitum con agua y 

comprimidos Purina para roedores pequeños, 

y mantenidos en condiciones controladas de 

temperatura y de ciclos de luz y oscuridad. 

4.4. Protocolo de tlnclón diferencial en tres 

tonos de las cromátidas hermanas 

Para determinar la inducción de ICH 

en tres ciclos celulares consecutivos, se 

utilizó el método de tinción diferencial en tres 

tonos de las cromátidas hermanas (TDTT) 

(figura 1). Brevemente: el protocolo TDTT 

requiere que las células progresen a través 

de tres ciclos celulares sucesivos en 

presencia de BrdU; a dosis baja en el primero 
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y a dosis alta en el segundo y tercero. En la 

etapa de síntesis de esos ciclos, la BrdU se 

Incorpora al ADN a medida que progresa la 

duplicación semiconservadora de éste, 

¡ ¡ 
\ 1a Sírtesis ce JU..! d:lsis ~a ce Brd.J 

t j 1 ¡ 
\ 2a Sírtesis ce JU..! d:lsis alta ce Brd.J 

¡ i i l ' ~ : 1 1 . : 1 

1 i !O.f ¡ ; ¡ 
1 

1 '. : 1 ¡ 
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~ Sírtesis cePD'll . \ 
•I •I ¡· • l • ti 

1

1 : : 1 

, i i ¡ ICl-1 ¡I ~ 1 

1 1 ¡ i i 
IV!!~ '~ 

u-1 1·0 ~-~ ~-~ 1·0 ·o 
IOi-3 IOi-2 IOi-2,3 IOi-1 

Figura 1. Esquema que muestra el protocolo de incorporación de BrdU durante la sintesis 
en tres ciclos de división celular sucesivos. Las líneas simbolizan las cadenas de ADN, las 
continuas representan las cadenas no substituidas, las quebradas las cadenas con substitución 
baja y las punteadas las cadenas con substitución alta de BrdU. Asimismo se representan los 
intercambios entre las cadenas que van a dar lugar a los ICH en cada uno de los tres ciclos de 
división. En la parte inferior se muestra el aspecto al microscopio de los cromosomas en los que 
han ocurrido los ICH en las diferentes divisiones. 

sustituyendo a la timina. Esto permite que en 

la tercera metafase, las cromátidas hermanas 

de los cromosomas tengan tres niveles de 

sustitución de BrdU, los cuales se evidencian 

cuando los cromosomas se someten a una 
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técnica de tinción diferencial (Perry y Wolffí 

1974; Goto et al., 1975), con lo cual, las 

cromátidas presentan tres grados de tinción: 

intenso (cromátida negra), intermedio 

(cromátida gris) y pálido (cromátida blanca). 



El ADN de la cromátida negra tiene una 
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alto de BrdU. Esto permite distinguir en cada 

célula en rnetafase, l~s ICH qu.e ocurrieron en 

cada uno de los;tres ciclos de división, asl 

gris el ADN tiehe en· una caclen~ sustitución tomo los que suceden en él mismo locus en 

baja de BrdU y alta ~rl la otra. La cromátida ~I segLlnd~ytercér ciclo, debidos a lesiones 
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Figura 2. Fotomlcrografia de 
cromosomas metafásicos de 
una célula de la médula 
ósea de ratón, que muestra 
Unción diferencial en tres 
tonos (TDTT) de las 
cromátldas hermanas. Se 
observan los cromosomas 
con sus cromátidas 
hermanas con tres niveles 
de tinción de acuerdo con lo 
descrito en la Figura 1. 
Algunos cromosomas 
muestran ICH que ocurrieron 
en diferentes divisiones de 
las tres que comprende el 
protocolo . 
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4.5. Protocolo experimental. 

Considerando que la duración del ciclo 

celular de la médula ósea es de 12 h (lvett y 

Tice, 1982), se espera que a las 36 h éstas 

hayan progresado a través de tres ciclos. En 

este lapso, los animales recibieron los 

tratamientos con BrdU, colchicina y 

etilnitrosourea (ENU); en la figura 3 se 

muestran los tiempos en . que. ocurrieron 

éstos, mismos que se describen a 

continuación. 

4.5.1. Suministro de BrdU. 

La BrdU en suspensión acuosa y adsorbida 

previamente a carbón activado (Morales­

Ramírez et al., 1980), fue administrada a los 

ratones mediante dos inyecciones 

intraperitoneales. La primera, al inicio del 

protocolo TDTT (tiempo cero) con dosis de 

0.2 mg /g de peso (dosis baja) y la segunda 

con dosis de 2.0 mg/g de peso (dosis alta) 12 

h después. 

\,!1· 1· T~.s,1~,. ~?!. \ .. ·-r,·.:·.: 1 
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4.5.2. Exposición a ENU. 

La exposición· a ENU se hizo · de 

maner~ ag~da medlan_te w1.a in~ecclón 

subcutánea de una solución acuosa· con 25 

mg/Kg de peso. Diferentes grupos .~e r¡;¡t()nes 

fueron tratados de esta forma a las 3, 6, 9, 

12, 18, 24 y 30 h después de la primera 

ENU 

administración de BrdU y a las 3, 6 y 12 h 

antes de la misma. Cada grupo se Integró al 

menos por 3 animales. Esto se. llevó a, cabo· 

en varios experimentos y en . cada Uñó de 

ellos se incluyó un grupo de animales testigo 

(testigos paralelos) 

TIEMPO (horas) 

o 3 6 9 12 18 24 30 34 36 

BrdU baja BrdU alta Colchicina 

Obtención de 
meta fases 

Figura 3. Protocolo experimental donde se muestran los tiempos a los que se 
administró la ENU en los diferentes grupos de animales; asl como la BrdU y la 
colchlclna. Asimismo, el tiempo en que los animales fueron sacrificados y se 
cosecharon las células para obtener las metafases. 

4.5.3. Suministro de colchiclna. 

A las 34 h después del suministro de 

la dosis baja de BdrU, se les inyectó a los 

ratones de todos los grupos, una 

solución acuosa de 3.75 mg de colchiclna por 

Kg de peso para bloquear el tercer ciclo de 

división celular en metafase. 
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4.5.4. Obtención de metafases. 

Dos horas después de administrar la 

colchlclna, los ratones fueron sacrificados por 

dislocación cervical. Las células fueron 

obtenidas de los fémures mediante arrastre 

por inyección de una solución salina en uno 

de los extremos. 



Esta suspensión celular fue tratada con un 

método convencional para obtener metafases 

(Morales-Ramirez et al., 1990) y luego fue 

goteada sobre portaobjetos fríos y húmedos. 

4.5.5. Tinclón diferencial de las 

cromátldas hermanas. 

Las preparaciones conteniendo las 

metafases, fueron secadas a temperatura 

ambiente por lo menos 24 h antes de la 

tinción con el método de fluorescencia más 

Giemsa (Woiff y Perry, 1974) modificado 

(Gato et al., 1975). Se les agregaron unas 

gotas de Hoechst 33258 1 O µM en un 

amortiguador de fosfato-citrato (Gota et al., 

1975), se les puso un cubreobjetos y se 

colocaron debajo de una lámpara de luz 

negra de 25-W por 60 min. Se incubaron en 2 

X SSC a 60° C y después de lavarlas con 

agua destilada, fueron teñidas con Giemsa al 

10% por 30 min. 

4.6. Selección de la población celular 

La población celular bajo estudio, se 

seleccionó en virtud de los tiempos en que se 

dieron los tratamientos con las dos dosis de 

BrdU y de colchicina, ya que las células 

analizables son las que muestran la tinción 

diferencial en tres tonos porque incorporaron 

la BrdU a los tiempos adecuados y estaban 

en metafase al momento de administrar la 

colchicina. El protocolo se estableció 
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considerando un tiempo de generación 

promedio de 12 h (lvett y Tice, 1992). 

4.7. Análisis de los ICH (Figura 1 · • 
microfotografía) 

El análisis de los ICH se llevó a cabo 

en un microscopio Zeiss modelo Axiomat a 

1250 aumentos (100 X 12.5 X 1.25). Se 

registró el número de los ICH de cada tipo en 

cada una de 30 células por ratón de acuerdo 

con lo siguiente: 

ICH-1. Se producen en el primer ciclo, 

se observan como segmentos adyacentes 

negros y grises en una cromátlda; la 

cromátida hermana de ésta es blanca. 

ICH-2. Ocurren en el segundo ciclo y 

se aprecian como intercambios reciprocos 

pero con linción diferente; es decir, un 

segmento negro en una cromátida está 

enfrente de un segmento blanco de su 

cromátida hermana y subyacente al 

segmento negro se encuentra uno blanco, el 

cual a su vez está enfrente de uno gris de su 

cromátida hermana. 

ICH-3. Son generados en el tercer 

ciclo y se ven como Intercambios reciprocas 

de segmentos con Igual tinclón; ya sea negra 

o gris. En el primer caso, los ICH se 

denominan como ICH-3N y en el segundo, 

como ICH-3G. En la figura 1 solo se muestra 

un ICH-3N, pero se pueden apreciar los dos 

tipos de cromosomas 3N y 3G. Los primeros 

son descendientes de la cadena no sustituida 



y los segundos de la sustituida con BrdU baja 

en el primer ciclo. 

En la microfotografla de la metafase 

(figura 2) se observan los cuatro tipos de ICH 

en diferentes cromosomas. 

4.8. Análisis y métodos estadísticos. 

Se determinaron las frecuencias de 

ICH-1, ICH-2 e ICH-3 en las 30 células, así 

,, ' . ,, ' 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
\. 
' .. .. ' 

como la frecuencia de ICH-3N e ICH-3G; 

tanto de los grupos expuestos a ENU como 

de los grupos testigo paralelos. Se aplicó la 

prueba estadística t de Student para evaluar 

las diferencias con respecto a los testigos y la 

de t pareada para determinar significatividad 

entre las frecuencias de ICH-3N y de ICH-3G, 

mediante el programa Excel para PC. 

i ¡ 

~ 
j ... .. .. I : 

i : 
¡ 1 ,, ' ,, 

' 
..... "·.. ' 

.. "·· ' .. ·· .. 
..• ··· ·· .... ···•···· .••. 

.... ··· ······ .. ~ ) : 
S1 S2 

.. . ' ............... ··', 
...... ·· ...... ....... ', .. · ··. 

$3 

BrdU baja BrdU alta 

o 12 36 
Tiempo (h) 

Figura 4. Incorporación do BrdU durante la síntesis do ANO (S) en tres ciclos sucesivos 
do división colular. El esquoma representa las horquillas do ropllcaclón. Las llnoas 
contrnuas representan las cadenas do ANO progenitoras sin BrdU, las lineas quebradas 
corres pon don a las cadenas quo lncorporaraon BrdU con una dosis baja y las punteadas 
las que Incorporaron BrdU a una dosis alta. 

4.9. Razonamiento para el logro de los 

objetivos. 

Como cada grupo de animales fue 

tratado con la ENU a un diferente tiempo en 

el intervalo de los tres ciclos que comprende 

el protocolo TDTT, se pudo determinar la 

inducción de ICH-1, ICH-2 e ICH-3 y con esto 
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hacer las determinaciones necesarias para 

cubrir los objetivos de esta investigación: 

1. El curso de la inducción de ICH en 

las tres divisiones celulares subsecuentes a 

medida que estas progresan. 

2. La conducta de las lesiones 

involucradas en la producción de ICH, la cual 

puede manifestarse como: (i) inducción de 



ICH en el ciclo en el cual ocurre la exposición 

(lesiones de expresión inmediata); o (ii) en 

ciclos subsecuentes (lesiones persistentes o . 

de expresión tardfa) e incluso, (iii) producción 

de ICH en el mismo locus en divisiones 

subsecuentes (lesiones tenaces). Esto último 

se determina cuando la exposición al 

mutágeno se da en la segunda división y 

produce lesiones tenaces que generan ICH 

en el mismo locus en la segunda y tercera 

división pero tienen la apariencia de ICH-1 

(figura 1 ), son denominados "ICH-1 ". 

3. Las frecuencias de ICH inducidas 

en diferentes condiciones de sustitución de 

BrdU ya que, como se mencionó, el protocolo 

TDTI requiere del suministro de una dosis 

baja de BrdU en el primer ciclo y una alta en 

el segundo y tercer ciclos; lo cual determina 

que el ADN tenga tres diferentes niveles de 

este análogo a lo largo de los tres ciclos. 

Además, considerando que la exposición al 

mutágeno (ENU) se da en varios tiempos 

antes y después de la primera administración 

de BrdU; se puede establecer por un lado; 

que la ENU va a producir lesiones en ADN 

con diferentes grados de sustitución y por 

otro lado, que este ADN con lesiones se 

duplicará en presencia de concentraciones 

diferentes de BrdU. Por lo tanto, bajo estas 

circunstancias se puede estudiar el efecto 

que la incorporación progresiva de BrdU tiene 
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sobre la Inducción de ICH y sobre el destino 

de las lesiones que los producen. De acuerdo 

con la figura 4; en el primer ciclo las lesiones 

son provocadas en ADN que contíene timina 

(lineas continuas) y este se duplica un ciclo 

en presencia de dosis baja de BrdU (lineas 

quebradas) y luego dos subsiguientes en 

dosis alta de BrdU (líneas punteadas). En 

el segundo ciclo las lesiones pueden ocurrir 

en ADN no sustituido o sustituido con dosis 

baja de BrdU y se duplica dos ciclos 

subsiguientes en presencia de dosis alta de 

BrdU. En el tercer ciclo, las lesiones pueden 

ocurrir en ADN no sustituido o sustituido con 

dosis baja o con dosis alta de BrdU y se 

duplica en presencia de dosis alta de BrdU. 

Otra estrategia que permite analizar el 

efecto de la BrdU sobre la inducción de ICH 

consiste en comparar las frecuencias de ICH-

3 inducidas en cromosomas 3N y en 3G 

(figura 1 ). Como ya se mencionó, los 

cromosomas 3N son descendientes de la 

cadena de ADN no sustituida y los 3G de la 

sustituida con BrdU baja en el primer ciclo; de 

tal manera que se puede determinar si la 

BrdU tiene un efecto sensibilizador (si la 

frecuencia de ICH-3G es mayor que la de 

ICH-3N), inhibidor (si ocurre lo contrario), o 

ausencia de efecto (si no hay diferencia entre 

ambas frecuencias). 
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5. RESULTADOS 

5.1 Inducción de ICH-1, ICH-2 e ICH·3 en 

tres ciclos de división celular sucesivos 

causada por la exposición a ENU. 

subsecuentes, causadas por la exposición a 

ENU a diferentes tiempos con respecto a la 

administración de la dosis baja de BrdU 

(tiempo cero), así como las frecuencias de los 

testigos paralelos (T). 
5.1.1. Frecuencias de ICH. 

El cuadro 1 muestra las frecuencias 

de ICH inducidas en tres divisiones 

CUADRO 1. FRECUENCIA DE ICH EN TRES DIVISIONES SUBSECUENTES INDUCIDAS 
POR LA EXPOSICION A ENU A DIFERENTES TIEMPOS CON RESPECTO A LA 

PRIMERA ADMINISTRACION DE BrdU 

3h 6h 9h 12h 18h 24h 30h T1 T2 T3 
1 

T4 

x±DE 

ICH x-T3 X·T2 x-T1 x-T1 x-T2 x-T3 X·T4 

1 2.9±0.2 2.8±0.7 2.7±1.3 2.5±0.6 0.1161:0.4 0.88:1:0.1 0.69±0.2 0.43±0.1 0.75±0.1 0.89±0.2 0.53±0.1 
. .. . 

ll 2 2 2.3 2.1 0.11 ·0.01 
.. 

0.16 
... 

u; IT 
' 

1~. ., : 

2 6.3±1.0 7.1±0.9 6.0±0.7 8.7±2.5 12.9±2.3 5.2:!0.6 6.7±0.7 3.6±0.3 ·,4.2±1'1 ¡;.3,5±0,7:' 7;3±1,6 
' ~ '~ . : . 

ll 2.7 2.9 2.2 4.9 8.7 1.6 .o.a 
:'.: ,>, ' 'r .Y .. 

. . 

3 7.4±0.6 7.3±1.0 6.3±0.8 6.5±1.3 8.3±1.1 10.3±1.4 15.0±1.2 3.8±0.5 4;4=i:0.7 i ;;3 •. ~.~ 4.4±0.8 

.· 

A 3.6 2.9 2.5 2.7 3.9 6.5 10.6 

n 5 5 3 4 5 5 4 3 4 5 3 

Todos los valores fueron significativos con respecto a sus testigos paralelos, excepto los valores en negrita. Prueba t de 
"studenf'; p<0,05. T1 a T4 representan los diferentes grupos testigo. X· T (1-4) representa el Incremento con respecto a su 
testigo paralelo. ll=incremento. n=número de ratones. 

En cada columna se muestran las ICH; los que ocurren en la primera (ICH-1 ), 

frecuencias promedio de los tres tipos de en la segunda (ICH-2) o en la tercera (ICH-3) 



división. En el mismo cuadro se observan la 

desviación estandar y el Incremento neto de 

ICH, el cual se obtuvo restándole a la 

frecuencia promedio Inducida (X), la 

frecuencia de testigos paralelos (T). Los 

resultados Indican que la ENU Induce un 

Incremento significativo en la frecuencia de 

ICH-1, desde las 3 hasta las 12 h. A las 18, 

2,5 

2,0 ·---/"· .!'!! 
::s 

1,5 :; 
(.) -.... .__ L 1 1,0 
J: 
S:2 

·-~ ... 0,5 • 

0,0 
o 5 10 15 

24 y 30 h disminuye a valores tan bajos como 

los de los testigos. 

Respecto a los ICH-2, su frecuencia · 

es significativamente más alta que la de los 

testigos, desde las 3 h hasta las 24 h, 

presentando un valor máximo a las 18 h. A 

las 30 h, la frecuencia de ICH-2 es similar a la 

de los testigos. 

12 

/ 10 
C'll :; 

8 :; 
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J: 
S:2 
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J: 
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--·~· • • o 
20 25 30 

Tiempo (h) 
Figura 5. Incremento en dos escalas de las frecuencias de ICH-1 ( ), 
ICH-2 ( ) e ICH-3 ( ) por exposición a ENU a diferentes tiempos en 
células de la médula ósea de ratón in vivo. 

La frecuencia de ICH-3 también es 

significativamente más alta que la de los 

testigos en todos los tiempos, aunque con un 

incremento más importante entre las 18 y las 

30 h. El incremento mayor a las 30 h es 

superior al máximo observado para los ICH-2. 

de exposición a ENU, en tres ciclos de 

división celular sucesivos 

En la figura 5 se presentan los 

incrementos de ICH del Cuadro 1. Se 

emplearon dos escalas debido a que la 

inducción de ICH-1 fue sustancialmente 

menor que la de ICH-2 e ICH-3. En el curso 

5.1.2. Progreso de la inducción de de la inducción de ICH a lo largo de los tres 

ICH-1, ICH-2 e ICH-3 en función del tiempo ciclos de división celular, se puede apreciar 

11Ecrs r 10- ·.· 
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que a las 9 h ocurre la frecuencia máxima de 

ICH-1, lo cual coincide' con las frecuencias 

mlnimas de ICH-2 e ICH-3. A las 18 h se 

observa la máxima Inducción de ICH-2, y 

también se ve que· prácticamente no hay 

producción de ICH-1 y,lad'e l(JH-3 es mlnlma. 

A las 3.0 h se presenta la frecuencia máxima 

de los ICH-3 y no se generan ICH-1 ni .ICH-2. 

Esto muestra que la inducción máxima de 

ICH en cada ciclo de división celular puede 

corresponder al momento previo a la 

duplicación del ADN del siguiente ciclo de 

división, ya que después de ese momento, el 

curso de la duplicación causa una reducción 

en la frecuencia de ICH en ese ciclo celular y 

un aumento progresivo en la del ciclo 

subsiguiente. Esto reflejarla que las lesiones 

son producidas, con mayor probabilidad, 

detrás de la horquilla de duplicación; en las 

cadenas de ADN recientemente sintetizadas. 
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Figura 6. Modelo de inducción de ICH en divisiones celulares subsecuentes . Las lineas gruesas 
representan la producción real de ICH ccmo porcentaje de la fí€C uencia máxima en cada división, 
las lineas delgadas la inducción !eólica. En la parte superior s e rruestra la sustitución progresiva 
de BrdU en el ADN. Las líneas continuas representan la5 cadenas sin incorporación de BrdU, las 
quebradas con incorporación baja y las punteadas con Incorporad ón alta. 

5.1.3. Modelo de inducción de ICH 

respecto a la división celular. 

Si los datos de las frecuencias de ICH 

inducidas por ENU en cada ciclo, son 

convertidos a porcentajes relativos al 
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máximo, se puede construir un modelo de 

inducción de ICH en divisiones subsecuentes. 

En la figura 6 se muestran las curvas 

obtenidas de esta manera y también se 

muestran las esperadas, las cuales se 

TESIS CON 
FALLA DE OHIGEN 



graflcaron considerando como 100 % la 

Inducción máxima para cada ciclo. En esta 

figura se aprecia mejor el progreso de la 

inducción de ICH en los tres ciclos de 

división; en especial, la correspondencia 

entre la frecuencia máxima en un ciclo dado Y 

la mínima en los otros dos. 

La forma de las curvas, en particular la 

de la segunda división, sugiere que las 

divisiones celulares en la médula ósea son 

continuas y que la duración de las etapas G,, 

G2 y M es muy breve e indica que la 

formación del ICH ocurre durante la fase S; 

específicamente en la horquilla de 

duplicación. A partir de este modelo se puede 

inferir que la duración del ciclo celular en la 

población estudiada es de 9 h y no de 12 h 

como se había determinado, usando el 

método de estimación de tiempo de 

generación promedio previamente reportado 

(lvett y Tice, 1992). Esto indica que en el 

presente estudio la división celular está 

desfasada con respecto a los tiempos 

teóricos. 

El hecho de que se pueda hacer el 

seguimiento de los ICH que ocurren en cada 

ciclo, indica que hay sincronía, la cual se 

debe a la selección de la población celular 

por la administración de BrdU y de colchicina 

a tiempos específicos y por la tinción 

diferencial en tres tonos de las cromátidas 

hermanas en las células analizadas. Estos 

resultados permitirán establecer tiempos más 

apropiados para los tratamientos de BrdU y 

r:¡;::.l ;n1c. t;:: (.'¡!<} 
.l ~¡),_.; -. .'\ ... 

l T ¡, Y\ f:' ; . \);: 
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colchlcina y asl, obtener porcentajes más 

altos de células con la TDTT. 

5.2. Persistencia y tenacidad de las 

lesiones inductoras de ICH 

A continuación se presenta el análisis 

del destino de las lesiones inductoras de ICH, 

causadas por la exposición a ENU, a partir de 

las frecuencias de ICH en tres ciclos de 

división celular sucesivos (Cuadro 1) y de los 

incrementos de dichas frecuencias (figura 7). 

Este análisis se hizo de acuerdo con el 

modelo teórico de inducción de ICH en 

divisiones celulares sucesivas (figura 6). 

5.2.1. Inducción de ICH por lesiones 

de expresión Inmediata 

Se observó que las frecuencias de 

ICH-1, ICH-2 e ICH-3 se incrementan 

preferentemente cuando la exposición a ENU 

ocurre durante su división celular 

correspondiente y es una demostración de 

que son producidas por lesiones de expresión 

inmediata, causadas al ADN recientemente y, 

como ya se mencionó, son el resultado del 

progreso de la duplicación del ADN. 

5.2.2. Inducción de ICH por lesiones 

tenaces 

El hecho de que la exposición a ENU 

durante la segunda división (18 h), no cause 

incremento en la frecuencia de ICH-1, 

demuestra que este mutágeno no induce 

"ICH-1", los cuales se producen a partir de 



ICH ocasionados en el mismo locus en la 

segunda y tercera divisiones por lesiones 

tenaces al ADN (figura 1 ). 

5.2.3. Inducción de ICH por lesiones de 

expresión tardia 

La ENU fue capaz de inducir 

incrementos de ICH-2 e ICH-3 igual o más 

altos que los de ICH-1 por la exposición a 

diferentes tiempos durante la primera división 
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celular. Este resultado no podrla ser 

explicado por la presencia de lesiones al ADN 

muy persistentes que son expresadas como 

ICH en divisiones celulares sucesivas, 

posteriores al ciclo en que ocurre la 

exposición al mutágeno porque la tendencia 

de las frecuencias de ICH seria a disminuir, 

ya que el número de lesiones se diluye en 

cada división. 

15 20 25 30 
1ierrpo(h) 

Figura 7. Incrementos en la Inducción de ICH de primera (ICH-1), segunda (ICH-2) y 
tercera (ICH-·3) división causados por la exposición con ENU a diferentes tlanpos. 

5.2.4. Inducción de ICH por la 

exposición a ENU a tiempos previos 

Para explorar el hecho de que la ENU 

induce ICH a tiempos tardíos después de la 

exposición, tres grupos de animales fueron 

inyectados con la misma dosis de ENU usada 

en los experimentos anteriores a tiempos 

previos al de la primera administración de 

BrdU; 3, 6 6 12 h antes. Cabe mencionar que 

en el lapso entre menos 12 h y el momento 
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en que se sacrifica a los ratones para analizar 

la inducción de ICH, las células expuestas a 

ENU se pueden dividir hasta cinco veces. Los 

resultados en el cuadro 2 muestran que las 

frecuencias de ICH-1, ICH-2 e ICH-3, fueron 

significativamente más altas que las de sus 

testigos paralelos y mostraron que el 

incremento en la frecuencia de ICH-1 fue más 

bajo que el de ICH-2 y que este a su vez fue 

menor que el de ICH-3. La exposición a ENU 
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3 y 6 h antes de la primera administración de 

BdrU, incrementó la frecuencia de ICH en las 

tres divisiones celulares subsecuentes en 

proporciones muy parecidas (1.4: 2: 3), en 

tanto que la exposición 12 h antes de la 

administración de BrdU elevó la frecuencia de 

ICH-1 a 1.0 y las frecuencias de ICH-2 e ICH-

3 a aproximadamente 3. De hecho, el 

aumento en ICH-3 es prácticamente 

constante en los tres tiempos de exposición. 

Esto confirma que la ENU es capaz de 

inducir ICH varios ciclos de división después 

de la exposición en células con ADN no 

sustituido y que esta Inducción se incrementa 

en las divisiones subsiguientes después de la 

exposición a ENU. 

CUADRO 2. FRECUENCIA DE ICH EN TRES DIVISIONES SUCESIVAS 
INDUCIDA POR LA EXPOSICIÓN A ENU A DIFERENTES TIEMPOS ANTES 

DE LA PRIMERA ADMINISTRACION DE BrdU 

·3h • 6h ·12h T5 T6 

x±DE 

(x-T5) (x-T5) (x-T6) 

ICH·1 2.0±0.5 2.1±0.3 1.5±0.28 0.65±0.11 0.51±0.11 

(1.35) (1.45) (0.99) 

ICH·2 6.9±0.9 7.1±0.7 7.4±0.83 5.1±0.26 4.2±0.43 

(1.B) (2.0) (3.2) 

ICH·3 7.4±0.7 7.3±0.B 6.4±0.88 4.2±0.68 3.6±0.5 

(3.2) (3.1) (2.8) 

n 6 6 4 6 4 
Toaos 1os valores fueron slgniticatiVos con respecto a sus testgos parale1os. Prueba t ae 
"Student", P" 0.05. T5 y T6 representan los grupos testigo paralelos. X·T (5 ó 6) representa el 
Incremento. n=núrnero de animales 

5.3. Efecto de la incorporación de BrdU 

sobre la inducción y persistencia de ICH 

causados por ENU. 

5.3.1. Efecto de la Incorporación 

progresiva de BrdU sobre la Inducción de 

ICH por ENU en tres ciclos sucesivos. 

En el Cuadro 1 y en la figura 7, se 

puede apreciar que la Inducción de ICH-2 y 

de ICH-3 es aproximadamente cuatro y cinco 

veces más alta que la inducción máxima de 

ICH-1. Esto parece indicar que la 
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Incorporación de BrdU tiene un papel 

Importante en la sensibilidad de las células 

para la inducción de ICH por la ENU, en 

particular, para las lesiones de expresión 

inmediata. De acuerdo con el modelo teórico, 

en el curso de la duplicación del ADN (figura 

6), a las 9 h (primera división) el ADN estarla 

unifilarmente sustituido con dosis baja de 

BrdU, después de este tiempo y hasta las 18 

h (segunda división), se formarlan dos clases 

de cadenas dobles de ADN; ambas tendrlan 



una cadena con dosis alta de BrdU; la cadena 

complementaria de una no estarla sustituida y 

la de la otra estarla sustituida con dosis baja 

de BrdU. A las 30 h (tercera división), se 

formarían tres clases de cadenas dobles; dos 

serian similares a las de la segunda división y 

la otra estarla bifilarmente sustituida con 

dosis alta de BrdU. Esto indica que la 

inducción de ICH depende de la 

incorporación de BrdU. Para comprender 

como es la relación dosis efecto, en el 

Cuadro 3, se muestra la relación entre la 

incorporación de BrdU y la frecuencia de ICH 

por cromosoma durante las tres divisiones 

celulares. La Incorporación de BrdU, en los 

cromosomas a los tiempos de máxima 

Inducción, fue estimada indirectamente como 

el número de cadenas sustituidas a esos 

tiempos, multiplicado por la dosis de BrdU 

administrada durante la sustitución de estas 

cadenas. 

CUADRO 3. EFECTO DE LA "INCORPORACION" DE 
BrdU AL ADN EN DIVISIONES SUBSECUENTES SOBRE 

LA INDUCCION DE ICH POR ENU 

División "Incorporación" ICH I Célula 
de BrdU (x) 

1ª 0.4 2.3 

2ª 4.2 8.7 

3ª 6.1 10.6 

La Incorporación fue estimada como el producto del número de cadenas 
substituidas multiplicado por la dosis administrada en la divlslái correspondiente. 
Para la comparación de ICH-3 se usaron los resultados de la exposlccn a 30h. 

Se emplearon los datos de los tiempos 

de inducción máxima, asumiendo que estos 

corresponden a los tiempos en los que se ha 

completado la duplicación del ADN en cada 

una de las tres divisiones. Los datos 

mostrados en dicho Cuadro Indican que la 

inducción de ICH es proporcional a la dosis 

de BrdU y en la figura 8 se observa lo mismo, 

con r = 0.99. La cantidad de ICH causada por 
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25 mg de ENU/ Kg de peso en ausencia de 

BrdU, estimada por regresión lineal, fue de 

1.9 ICH/ célula. 

5.3.2. Efecto de la Incorporación de 

BrdU sobre la persistencia de las lesiones 

inductoras de ICH 

En el Cuadro 1 y en la figura 7 se 

puede observar que a los tiempos de 



inducción máxima, la frecuencia de los ICH 

causados por lesiones de expresión tardla es 

menor que la ocasionada por lesiones de 

expresión inmediata en relación al grado de 

incorporación de BrdU. A las 9 h (primera 

división), cuando de acuerdo con el modelo 

teórico, las cadenas dobles de ADN están 

unifilarmente sustituidas con dosis baja de 

BrdU; la proporción de ambos valores es 

similar (2.2 vs 2.3 ICH/ célula), pero a las 18 

12 

9 
cu ::; 

;¡¡j 
() 6 -:e 
~ 

3 

o 
o 1 2 3 

h (segunda división), cuando los dos tipos de 

doble cadena tienen un nivel mayor de 

sustitución; la producción de ICH por lesiones 

de expresión tardla es menor que la de ICH 

debida a lesiones de expresión Inmediata (3.9 

vs 8.7 ICH/ célula). Esto podrla indicar que en 

el ADN substituido con BrdU la ENU induce 

una proporción menor de lesiones tardlas 

(persistentes) que de inmediatas. 

4 5 6 7 

"Incorporación de BrdU" 
Figura 8. Curva dosis-respuesta de la Inducción de ICH en función de la lncorporacl6nde 
BrdU al ADN. La Incorporación fue estimada como el producto do la mllllpllcacl6n del 
número de cadenas substituidas por la dosis administrada en cada división. Se us6 la 
frecuencia méxlma de ICH en cada división. La linea fue aJustada mediante mlnlmos 
cuadrados, ,...0.99 

Por otro lado, si se analizan los 

incrementos de ICH obtenidos por la 

exposición a tiempos previos a la primera 

administración de BrdU (Cuadro 2); se 

observa que hay un aumento progresivo en la 

frecuencia de ICH en relación con la 

progresión de los tres ciclos del protocolo 

TDTT. Por ejemplo, la exposición a -3 h, 

produjo incrementos de ICH / Célula de 1.35 

en el primero, 1.80 en el segundo y 3.20 en el 
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tercer ciclos. Esto podrla indicar que la BrdU 

que se incorpora en las cadenas 

recientemente sintetizadas en cada ciclo 

participa en la inducción tardía de ICH. 

5.3.3. Inducción de ICH en la tercera 

división en cromosomas 3N y en 

cromosomas 3G 

El Cuadro 4 y la figura 9, muestran 

respectivamente las frecuencias de ICH-3N y 
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de ICH-3G y los Incrementos de éstas 

respecto a las frecuencias de testigos 

paralelos. Como ya se ha mencionado, los 

cromosomas 3N y 3G, son descendientes de 

cadenas no sustituidas y sustituidas con BrdU 

respectivamente; presentes después de la 

primera división. Se consideraron los datos 

obtenidos por la exposición a ENU a todos los 

tiempos, es decir, tanto los previos como los 

posteriores a la primera administración de 

BrdU. 

CUADRO 4. INCREMENTO DE LA FRECUENCIA DE ICH-3 EN CROMOSOMAS 
DERIVADOS DE LAS CADENAS DE ADN QUE EN LA PRIMERA DIVISION EST~ 

SUBSTITUIDAS (ICH-3G) O NO (ICH-3N) CON BrdU 

·12h ·6h ·3h 3h 6h 9h 12h 18h 24h 30h 

3N x± DE 

Tratados 4.0±0.8 3.7:t0.6 4.2i0.4 4.910.6 4.6±0.6 3.6±0.8 3.6±0.7 4.3:!ll.5 5.6±0.9 8.5!0.7 

Testigos 1.8±0.3 1.7±0.6 1.7±0.3 2.3±0.5 2.2i0.2 2.2±0.2 2.2±0.2 2.2:!0.2 2.3±0.5 2.1±0.4 

Tra·TBS 2.2 2.0 2.5 2.6 2'.~ 1.6 1.4 2 .. 1 3.3 ·8.4 
·.·· 

.. 
3G 

. · ·-
:e> 

Tratados 2.4±0.2 3.7:iD.6" .. 3;a±0A .. 2.4±0.2 ·'.~ 2.5±0.1 2.9±0.8 4. 1:t0.5 4.7±0.8 6.51:1.0 

Testigos 1.9i0.3 2.5:±0.6 2.5'.l0.6 1.5±0.2 2.1i-0.4 1.7±0.2 1.7i0.2 2.3:!0.4 1.5:±0.2 2.3i0.5 

Tra-Tes 0.5 1.2 0.8 0.9 0.5 o.e 1.2 1.8 3.2 4.2 

n 4 6 6 5 5 3 4 5 5 4 

os 1os va1ores oe los rupos tratados tueron s1 nincativos con res o a sus testigos ra1e1os, con 1 Tod g g pect pa a 
excepción del valor que está subrayado (3G a 6h). Las diferencias en la frecuencia de ICH entre cromosomas 3N 
y 3G fueron significativas a excepción de los valores en negritas. Prueba de t pareada, (p<0.05). N de los 
testigos y su correspondencia se mencionan en los Cuadros 1 y 2. 

La curva de ICH-3G parece mostrar 

una dependencia de la incorporación de 

BrdU. En el primer ciclo y en los tiempos 

previos a él, hay un pequeño pero 

significativo incremento de ICH con respecto 

al testigo, excepto para el valor obtenido por 

la exposición a 6 h. El hecho de que esta 

cadena no existe a los tiempos previos al de 
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la primera administración de BrdU, indica que 

algunas lesiones inducidas por ENU en ADN 

no sustituido podrían hacer a las cadenas de 

ADN sustituidas con dosis baja de BrdU, 

recientemente sintetizadas, propensas a la 

inducción de ICH en la tercera división. La 

exposición durante la segunda y tercera 
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divisiones incrementa continuamente la 

frecuencia d~ ICH-3G. ' -

La· indugclón ··de ICH-3N fue 

significativa con respecto a los testigos en 

todos los" tie111pos . del tratamiento. La 
' ' .. 

respuesta para , la Inducción de ICH-3N fue 

mucho más c:;onipleja. En el ciclo celular 
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previo a la incorporación de BrdU hubo un 

Incremento proporcional al tiempo. Estas 

lesiones persistentes provocadas durante el 

primero y segundo ciclo son principalmente 

ICH-3N; aunque esto era lo que se esperaba, 

el resultado confirma que la ENU puede 

causar lesiones persistentes en ADN nativo. 

10 2) 3) 

Tlenµ>(h) 

Rgwa 9. lroarenb; en la freaJerria de la-l-3N e la-t-3G irddc:b; por la 
exposiciál a ENJ a diferaites tierrpos en oéluas de la rnédJa 6s ea de ratén in \<M). 

Después del primer incremento, la 

frecuencia permanece constante y baja al 

tiempo en que ocurre la primera duplicación 

del ADN, lo cual, de acuerdo con el modelo 

de inducción de ICH; podría ser explicado por 

una menor probabilidad de producción de 

ICH, como resultado de la reducción a 50% 

en el número de cadenas no sustituidas por 

célula. La frecuencia de ICH-3N sube 

nuevamente al tiempo en que ocurre la 
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segunda duplicación del ADN, en presencia 

de dosis alta de BrdU. Después, se eleva en 

una proporción similar a la de los ICH-3G; 

esto sugiere que las lesiones de expresión 

medianamente tardía no son dependientes de 

la incorporación de BrdU, lo cual quizá se 

deba a que la diferencia en la sustitución 

entre las dos clases de cadenas es menor. 

Sin embargo, a las 30 h la frecuencia de ICH-

3N es substancialmente más alta que la de 



ICH-3G. Esta última respuesta no es 

fácilmente explicable; el hecho de que ambos · 

tipos de ICH fueron registrados en las 

mismas células, Implica que todas las 

condiciones experimentales fueron iguales y 
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que la única diferencia entre los cromosomas 

3N y 3G es la cadena de ADN no sustituida 

de los cromosomas 3N y la ligeramente 

sustituida de los 3G. 



6. DISCUSION 

6.1. Relación entre la Inducción de ICH y la 

progresión de la división celular 

Evidencias previas demostraron que el 

mecanismo que da lugar a la formación de 

ICH está relacionado con el proceso de 

slntesls del ADN (Kato, 1974b; Wolff et al., 

1974; ) y con la inhibición de las enzimas 

involucradas en dicho proceso (lshii y Bender, 

1980; Nishi et al., 1982; Dillehay et al., 1989). 

Además, se sugirió que la horquilla de 

duplicación es el sitio donde se produce el 

ICH (Kato, 1980; Cortes et al., 1993). 

Los resultados presentes indican que 

la población celular analizada puede 

considerarse sincrónica, en virtud de que la 

máxima inducción de ICH en cada división 

celular coincide con las frecuencias de ICH 

mínimas de las otras divisiones y de que los 

incrementos máximos parecen ocurrir a 

períodos casi regulares (- cada 9 h). Esta 

sincronía se debe a que las metafases que 

muestran la TDTT, idóneas para ser 

analizadas, son aquéllas que incorporaron las 

dos dosis de BrdU a lo largo de las tres 

divisiones celulares y se encuentran en 

metafase al momento de la administración de 

colchicina. La duración estimada del ciclo 

celular de la médula ósea, de -9 h está de 
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acuerdo con un estudio previo en rata 

(Schneider et al., 1977). 

La observación de que la inducción de 

ICH por ENU disminuya en un ciclo dado y 

aumente concomitantemente la de la división 

subsiguiente, es una evidencia directa de que 

la horquilla de duplicación es el sitio donde 

ocurre el ICH. Esto implica que a medida que 

la producción de las lesiones inductoras se 

incrementa detrás de la horquilla de 

duplicación, la ocurrencia de ICH en la 

división en progreso se reduce y se 

incrementa la inducción en la siguiente. Este 

análisis permite contestar afirmativamente la 

primera pregunta de este proyecto de 

investigación. Es decir que existe una 

relación estrecha entre la inducción de ICH y 

el curso de la duplicación del ADN. Además, 

los resultados que sustentan esta conclusión, 

son una prueba directa de que la horquilla de 

duplicación es el sitio donde ocurre el ICH; lo 

cual se habla propuesto anteriormente con 

base en evidencias indirectas (Kato, 1980). 

El hecho de que los ICH se produzcan 

en el mismo sitio en el que ocurren las 

lesiones, no está de acuerdo con los modelos 

que consideran que el ICH es inducido por 

lesiones múltiples (Painter, 1980; DuFrain, 

1981 ) y apoya a los que suponen que los 1 CH 

son el resultado de lesiones discretas (Kato, 



1977; Shafer 1977; Dillehay et al., 1989; 

Holden et al., 1989). 

6.2. Persistencia y tenacidad de las 

lesiones causadas por ENU 

El tema de lesiones que producen ICH 

varias divisiones después del tratamiento con 

los mutágenos es importante, porque además 

de su asociación con cáncer (Marginson y 

Klelhues, 1975) tiene otras implicaciones, 

como la idea de que las lesiones originales 

deben ser compatibles con la duplicación del 

ADN, de tal manera que se debe producir una 

lesión secundaria (Kaina y Aurich, 1985). No 

obstante, que esta alternativa explicaría la 

formación de ICH en una división 

subsecuente a la de la exposición, no 

resuelve el problema de explicar la 

persistencia de una frecuencia constante de 

ICH durante varias divisiones porque las 

lesiones que los causan deberian ser diluidas 

por las divisiones sucesivas. 

El empleo del protocolo TDTT permitió 

determinar que las lesiones causadas al ADN 

por ENU, indujeron ICH en la división en la 

que ocurrió la exposición y también en 

divisiones celulares sucesivas. 

No obstante que el protocolo 

tradicional de tinción diferencial de las 

cromátidas hermanas en dos tonos, tiene 

desventajas para obtener inferencias del 

destino de las lesiones Inductoras de ICH, 

existen numerosos estudios que lo han 
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empleado para determinar persistencia. Este 

protocolo requiere que las células hayan 

incorporado BrdU durante dos ciclos de 

división celular sucesivos, o cuando menos el 

primero de ellos, no permite detectar la 

ocurrencia de ICH en cada una de las dos 

divisiones. Además, los ICH que ocurren en 

el mismo locus en divisiones sucesivas 

pueden ser cancelados por la Unción, no son 

registrados en el análisis, ya que los 

cromosomas tienen la apariencia de no tener 

ICH (Stetka, 1979), por lo tanto, esto crea 

más Incertidumbre en el estudio del destino 

de las lesiones inductoras de ICH. 

En estudios empleando el protocolo 

tradicional, la interpretación de la persistencia 

se hizo con base en la comparación de la 

inducción de ICH causada por la exposición a 

mutágenos en la primera división, con la 

obtenida por la exposición en la segunda, e 

infiriendo a partir de la diferencia, la inducción 

de ICH en cada ciclo (Ockey, 1981; Conner et 

al., 1984; Kaina y Aurich, 1985). Sin embargo, 

los ICH obtenidos por exposición de ADN no 

sustituido en la primera división celular, 

representan la inducción durante dos ciclos y 

existe la posibilidad de cancelación. De otro 

modo, la exposición en la segunda división 

representa los ICH provocados durante una 

división celular pero en ADN unifilarmente 

sustituido con BrdU y como ya se ha 

señalado, esta puede afectar la inducción de 

ICH por los mutágenos (Morris et al., 1992; 

Morales-Ramlrez et al., 1992, 1995). Esto da 



ple a considerar la Importancia de desarrollar 

otros protocolos que permitan distinguir la 

ocurrencia de ICH en divisiones celulares, 

tales como el método de TDTT (Schvartzman 

y Goyanes, 1980), el análisis de ICH 

simétricos versus asimétricos en células en 

tercera división (Conner et al., 1984), de ICH 

sencillos versus gemelos (lshii y Bender; 

1978; Latt y Loveday, 1978; Linnainma y 

Wolff, 1982) y el del análisis de ICH en tres 

ciclos de división celular sucesivos en células 

endoredupllcadas (Wolff y Afzal, 1996) 

El protocolo de TDTT, no obstante que 

permite determinar la inducción de ICH en 

cada división celular, tiene la desventaja de 

que puede crear dudas en la interpretación 

del destino de las lesiones, cuando es 

empleado en células aslncrónlcas en división 

continua, debido a que las lesiones causadas 

detrás de la horquilla de duplicación darán 

lugar a ICH hasta la siguiente división celular. 

Esto es especialmente importante cuando se 

emplea un sólo tiempo de exposición a los 

mutágenos para inferir el destino de las 

lesiones al ADN involucradas en la inducción 

de ICH en divisiones celulares sucesivas 

(Morales-Ramfrez et al., 1990, 1992, 1995a). 

El presente estudio al emplearse 

varios tiempos de exposición durante los tres 

ciclos del protocolo TDTT, permitió 

determinar la inducción de ICH en divisiones 

celulares sucesivas y relacionarla con el 

progreso del ciclo celular, ya que una 

proporción muy alta de las lesiones causadas 
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por la ENU son de expresión Inmediata y 

prácticamente no da lugar a lesiones 

persistentes y tenaces. Las lesiones tenaces, 

habrían producido un incremento inesperado 

de la frecuencia de ICH-1 por la exposición a 

ENU en la segunda división, debido a la 

inducción de ICH en la segunda y tercera 

divisiones en el mismo locus ("ICH-1"). Este 

último resultado no está de acuerdo con 

datos previos obtenidos por la exposición a 

otros agentes (Morales-Ramlrez et al., 1988, 

1990, 1992, 1995), los cuales causaron un 

ligero pero significativo incremento en "ICH-

1 ", aunque en ese caso, también se 

consideró la posibilidad de que estuvieran 

involucradas lesiones nuevas generadas en 

el ciclo subsiguiente al de la exposición. Cabe 

mencionar que en los trabajos citados, la 

exposición a los mutágenos se llevó a cabo a 

12 h después de la primera administración de 

BrdU, asumiendo que la primera división ya 

había terminado y que por lo tanto no es 

posible inducir ICH-1 verdaderos. Sin 

embargo, en el presente trabajo se determinó 

que a las 12 h aún se produce este tipo de 

ICH, lo cual indica que 12 h no es el tiempo 

adecuado para evaluar la presencia de "ICH-

1 '', sino más bien las 18 h, ya que es el 

tiempo en el que se presenta la frecuencia 

máxima de ICH-2 y la producción de ICH-1 

verdaderos ya no es factible. 

El hecho de que no se produzcan 

"ICH-1" sugiere que las lesiones inductoras 

de ICH causadas por la ENU, no trascienden 



la división celular e indica que son reparadas 

durante la formación de éste y se ha 

propuesto que los ICH son el reflejo de 

reparación postreplicatlva (lshii y Bender, 

1980; Cleaver et al., 1999; Limoli et al., 2000), 

mediada por recombinación homóloga 

(Sonada et al., 1999; Yamashita et al., 2002; 

Okada et al., 2002). 

La falta de tenacidad también se 

puede deber a la reparación de las lesiones 

durante la interfase de la división 

subsiguiente. Los datos apoyan la idea de 

que las lesiones no son capaces de causar 

ICH en varias divisiones, pero contrastan con 

resultados previos en células de criceto chino 

y en células de médula ósea, en las que el 

nivel de ICH permanece alto a través de 

múltiples divisiones después de la exposición 

(Latt y Loveday, 1978; Morales-Ramirez et al 

1984). Esto podría ser explicado con base en 

la existencia de subpoblaciones celulares que 

tienen ciclos celulares con diferente duración 

o, en el caso de los experimentos in vivo, por 

la emergencia de la división de células 

progenitoras deficientes, las cuales 

reemplazan a las células muertas. 

Otra explicación para esto podría ser 

que las lesiones causadas por psoralen mas 

luz UV y rayos-"(, que fueron los agentes 

usados en los estudios mencionados, 

muestran una conducta diferente a la de las 

lesiones causadas por ENU. De hecho, un 

estudio en células de la médula ósea de 

ratón, usando ENU como mutágeno, indicó 
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que este agente es capaz de incrementar la 

frecuencia de ICH cuando el tratamiento se 

dio hasta cuatro divisiones celulares antes del 

análisis. Estos resultados son más acordes 

con estas observaciones de que el 

tratamiento con ENU, de células sin BrdU en 

el ADN, puede producir ICH hasta cinco 

divisiones celulares posteriores al ciclo en el 

que se aplicó dicho tratamiento. Esto implica 

que otros agentes además de la ENU, 

también pueden generar incrementos de ICH 

a tiempos largos, no debidos a lesiones 

persistentes en el ADN, sino más bien por 

otro mecanismo (Charles et al., 1986). 

De acuerdo con esto último, los datos 

indican que además de producir lesiones que 

dan lugar a ICH de manera inmediata; en el 

mismo ciclo en el que sucede la exposición, 

la ENU es capaz de inducir una frecuencia 

constante de ICH-2 y de ICH-3 por la 

exposición en el primer ciclo e inclusive si 

esta ocurre dos ciclos antes del mismo. Esto 

podría indicar que la ENU causa lesiones 

inductoras de ICH que persisten hasta por 

cinco ciclos, en ADN no sustituido o la 

presencia de metabolitos de la ENU durante 

ese lapso. Esta ultima posibilidad podría ser 

descartada, ya que se ha determinado que 

este mutágeno no requiere activación 

metabólica para reaccionar con el ADN 

(Beranek, 1990). Además, los resultados de 

un estudio de farmacocinética de la ENU, 

permitieron concluir que la distribución, 

reacción y eliminación de éste mutágeno son 



muy rápidos (Morales-Ramlrez y Vallarlno­

Kelly, 1998), En dicho estudio, se observó 

que el periodo· de latencia y de actividad 

efectiva de la ENU, inferidos, a partir de la 

cinética de producción de micronúcleos, 

fueron muy semejantes a los detectados por 

exposición a radiación ionizante. Existe 

evidencia en células de glándula salival 

(González-Beltrán y Morales-Ramirez, 1999), 

de la persistencia durante G1 de lesiones 

inductoras de ICH causadas por ENU en ADN 

no sustituido con BrdU y por periodos largos 

en linfocitos de sangre periférica y de bazo de 

ratón (Tuker et al., 1986), asi como también 

células de la médula ósea (Charles et al., 

1986). Las evidencias previas en células de 

médula ósea indican que las lesiones además 

·de ser persistentes son capaces de 

trascender la división celular (Charles et al., 

1986). Sin embargo, los datos obtenidos en el 

presente estudio demuestran la inducción de 

una frecuencia de ICH casi constante en cada 

uno de tres ciclos de división sucesivos. El 

hecho de que el dai'\o ocasionado en las 

cadenas de ADN no sustituido fue capaz de 

causar ICH hasta cuatro y cinco ciclos 

después e incluso a una frecuencia mayor es 

relevante para el significado biológico del 

fenómeno. 

Se ha demostrado que ciertos agentes 

que inhiben la metilación del ADN causan un 

Incremento heredable de ICH, el cual 

permanece constante hasta por más de diez 

ciclos de división (Perticone et al., 1997; 
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Albanesl et al., 1999). Aunque no se conoce 

el mecanismo por el que sucede esto, los 

autores proponen que los incrementos de ICH 

son causados por la acumulación de errores 

en la cadena progenitora durante ciclos 

sucesivos de duplicación del ADN, debido a 

la deficiente actividad correctora de la 

polimerasa porque no puede distinguir entre 

la cadena progenitora (que debe estar 

metilada) y la recientemente sintetizada. En el 

caso de la ENU, la persistencia constante de 

ICH podria ser causada por la desmetilación 

indirecta del ADN provocada por la remoción 

de citosinas metiladas durante la reparación. 

Si este proceso de inducción de ICH pudiera 

generalizarse a otros agentes alquilantes, 

seria relevante debido a que la metilaclón del 

ADN se ha relacionado con varios eventos 

biológicos, tales como la regulación de la 

expresión génica, la diferenciación celular, la 

carcinogénesis, el envejecimiento, etc. 

(Holliday, 1985; Janes y Vogt, 2000). 

Debido a que el análisis de la 

inducción de ICH por agentes desmetilantes 

se llevó acabo usando el protocolo de dos 

tonos de diferenciación de las cromátldas 

hermanas, serla importante determinar la 

inducción real de ICH durante cada ciclo y la 

manera en que la incorporación gradual de 

BrdU a través de estos, afecta esta inducción, 

usando el protocolo empleado en el presente 

trabajo. 

Por otro lado, el estudio del destino de 

las lesiones inductoras de ICH causadas por 



otros agentes alquilantes, tales como 

ciclofosfamida, metil y etil metanosulfonatos y 

dimetilnitrosamina (Morales-Ramírez et al., 

1990, 1992, 1995a), mediante el empleo del 

protocolo TDDT, indicó que estos agentes 

producen una alta proporción de lesiones 

persistentes, ya que causaron incrementos 

altos de ICH en un ciclo de división posterior 

al ciclo en el cual se aplicó el tratamiento. Es 

probable que con los cambios en los tiempos 

de los tratamientos con los agentes, del 

protocolo TDTT; que se han propuesto en 

esta investigación, pudiera determinarse si 

los incrementos de ICH causados por los 

agentes· mencionados se mantienen a través 

de más ciclos de división celular. 

El análisis de estos resultados en 

términos de la relación entre inducción de 

ICH y reparación de lesiones o con tolerancia 

de las mismas y que contesta la pregunta 2 

de esta investigación indica que: 

Las lesiones causadas por ENU, 

involucradas en la inducción de ICH, ·se 

expresan principalmente en la división en la 

que ocurre la exposición, lo cual indica que 

estas se reparan antes de la siguiente 

división. La ENU no produce lesiones 

tenaces, que dan lugar a ICH en el mismo 

locus en divisiones celulares sucesivas, lo 

cual sugiere que son reparadas como 

consecuencia de la formación del ICH o 

durante la división subsiguiente. El hecho de 

que la ENU causara una inducción de ICH 

que se expresó en ciclos de división celular 
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sucesivos en forma de Incrementos 

constantes, no puede ser explicado como 

debido a lesiones al ADN sino a través de un 

mecanismo Indirecto tal como la 

desmetilación del ADN causada por la 

reparación de lesiones. Al respecto se ha 

reportado evidencia de que diversos tipos de 

lesiones al ADN tales como alquilación de 

bases, pueden causar hipometilación 

generalizada de residuos de citoslna, en sitios 

CpG. En particular se ha demostrado que la 

exposición a etilnitrosourea causa este efecto 

(Wachsman, 1997). 

6.3. Efecto de la BrdU sobre la inducción 

de ICH causada por ENU 

En el presente trabajo, el empleo del 

protocolo de Unción diferencial de las 

cromátidas hermanas en tres tonos, permitió 

estudiar con más profundidad, el efecto in 

vivo que la BrdU tiene sobre el destino de las 

lesiones al ADN, causadas por ENU, e 

involucradas en la producción de ICH. En 

trabajos anteriores empleando otros 

mutágenos (Morales-Ramírez et al., 1990, 

1992, 1995a), se determinó que la 

incorporación de BrdU en el ADN afecta de 

distinta manera la capacidad de las lesiones 

para producir ICH. La diferencia entre estos 

estudios y el presente, es que en los 

primeros, la exposición al mutágeno se llevó 

a cabo a un tiempo único (30 min. antes de la 

BrdU alta) y en el presente, los diez tiempos 



de exposición a ENU fueron a lo largo de 

cinco ciclos de división y permitieron provocar 

lesiones en moléculas de ADN con diversos 

niveles de incorporación de BrdU, Incluso 

también, en ADN sin sustitución. Además de 

que la duplicación de la molécula con daño, 

ocurrió en presencia de diferentes 

concentraciones del ªflálogo. 

Nuestros resultados indican, como ya 

se habla demostrado en trabajos previos 

(Morales-Ramlrez et al., 1987), que la 

incorporación de BrdU al ADN es capaz de 

inducir per se ICH (O'Neill et al., 1983; 

O'Neill, 1984) ya que en los grupos testigo, se 

observó un Incremento en la frecuencia de 

ICH en cada ciclo, proporcional con el nivel 

de incorporación, lo cual está de acuerdo con 

los resultados de otros autores (Schvartzman 

y Goyanes, 1980; Schvartzman et al., 1985; 

Escalza et al .. 1989). 

Las frecuencias máximas de ICH 

causadas por la exposición a ENU en cada 

ciclo (9, 18 y 30 h), son una prueba de que la 

BrdU ejerce un papel importante en la 

inducción por lesiones de expresión 

inmediata. Dicho papel consiste en la 

sensibilización de la molécula de ADN e 

indica que a un mayor nivel de incorporación 

en el ADN corresponde un grado más 

elevado de sensibilización para la producción 

de ICH. Evidencias del papel sensiblllzador 

de la BrdU fueron obtenidas después de la 

exposición a otros mutágenos como MMC 

(Morales-Ramirez et al., 1990), camptotecina; 

54 

lnhibidor de la topolsomerasa 1 (Zhao et al., 

1992); lnhibidores de la PARP (Margan y 

Wolff, 1984b), agentes alquilantes (González­

Beltrán y Morales-Ramlrez, 1999, 2003; 

Morales-Ramlrez et al., 2001) y radiación 

ionizante (Renault et al., 1982; Bruckmann et 

al., 1999a) la cual por si sola induce ICH, 

pero la incorporación de BrdU causa un 

efecto sensibilizador alto (Morales-Ramirez et 

al., 1983, 1984, 1988, 1994, 1995b ). 

En contraste con lo anterior, otros 

resultados indican que la incorporación de 

BrdU ejerce un efecto lnhibidor en la 

capacidad de las lesiones para inducir ICH; 

causadas por ciertos agentes como MMS 

(Ockey, 1981; Morales-Ramirez et al., 1992) y 

MNNG (Popescu et al., 1980). Otras 

evidencias, Indican que la inducción de ICH 

por mutágenos no es afectada por la 

incorporación de BrdU (Schwartz et al., 1982; 

Margan y Wolff, 1984c; Tohda y Oikawa, 

1988; Morris et al., 1992) 

En cuanto al efecto de la BrdU sobre 

las lesiones que provocan ICH causadas por 

ENU, en células de glándula salival de ratón, 

se demostró que la incorporación de BrdU en 

el ADN tiene un efecto sensibilizador para la 

inducción de ICH por dicho mutágeno; sin 

embargo, estas lesiones fueron más 

eficientemente reparadas durante G1 

(González-Beltrán y Morales-Ramirez et al., 

1999). 

El mecanismo de sensibilización de la 

Incorporación de BrdU no se ha establecido, 



pero es probable que esté relacionado con la 

forma en que ocurre la interacción de los 

agentes con el ADN y la manera en que esta 

interacción pueda ser modificada por la 

presencia de BrdU en dicha molécula. En el 

caso de la ENU, puede ser porque la 

incorporación de BrdU genera sitios 

nucleofilicos adicionales representados por el 

átomo de bromo. 

Aunque el análisis de estos resultados 

sugiere que hay una relación directa entre la 

inducción de ICH por ENU y la incorporación 

de BrdU (tabla 3; figura 8), fue posible inferir 

que la ENU es capaz de inducir ICH en las 

cadenas de ADN no sustituidas con BrdU. 

Esto contradice la idea de que la BrdU es 

responsable de la inducción de ICH causada 

por los mutágenos. 

El análisis de las frecuencias de ICH 

en cromosomas 3N y 3G en los animales 

expuestos a diferentes tiempos, indica que: 

i). Los incrementos inesperados 

inducidos en los cromosomas 3G por la 

exposición a ENU en el ciclo previo a la 

administración de BrdU, podrian ser debidos 

a que algunas lesiones originales producidas 

en las hebras con timina causen propensión 

en las cadenas recientemente sintetizadas en 

presencia de BrdU baja. Dicha propensión 

podría explicarse en base a alteraciones en el 

patrón de metilación y una concomitante 

acumulación de errores de apareamiento por 

la incapacidad de la polimerasa para 
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distinguir entre las hebras progenitora 

metilada y la hija no metilada. 

ii) Los Incrementos en los 

cromosomas 3G, por la exposición durante el 

primer ciclo podrían haber sido inducidos por 

lesiones en cadenas con sustitución de BrdU 

baja, porque a los tiempos correspondientes 

a ese ciclo, ya ocurrió el suministro de BrdU. 

Sin embargo, el modelo de inducción de ICH 

propuesto en este trabajo (Figura 6) indica 

que es hasta las 9 h después de este 

suministro cuando la síntesis del ADN 

alcanza su valor máximo y las cadenas hijas 

habrían incorporado la BrdU. A las 3 y 6 h se 

esperaría que esta incorporación fuera parcial 

y proporcional ya que la síntesis del ADN está 

en curso y solamente algunas regiones de la 

molécula estarían duplicadas y de acuerdo 

con datos previos (Latt y Loveday, 1978), la 

frecuencia de ICH seria proporcional a la 

cantidad de ADN sintetizado. Otra posibilidad 

es que estos incrementos sean debidos a la 

presencia de lesiones tenaces; que causen 

ICH en el mismo locus en la primera y en la 

segunda divisiones. Sin embargo, en este 

caso, se esperarían incrementos similares en 

los cromosomas 3N y además una 

proporcionalidad de los mismos en función 

del progreso de la duplicación del ADN, lo 

cual no ocurre. Por otro lado la propensión a 

la inducción de ICH en las cadenas 3G 

recientemente sintetizadas, podrla explicarse 

a partir de la desmetilación causada por la 

ENU en las cadenas con timina, condición 
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que se heredarla epigenétlcamente a la 

cadena 3G. Esto se podría sustentar en el 

hecho de que se ha demostrado que la ENU 

es capaz de inducir desmetilaclón 

(Wachsman, 1997). 

111) la observación de incrementos casi 

iguales en ambos tipos de cromosomas en el 

periodo entre 12 y 24 h, permitirla sugerir que 

la BrdU incorporada en el ADN no sensibiliza 

a la molécula para la inducción de ICH por 

ENU es decir, el nivel de sustitución 

ligeramente más alto de BrdU en los 

cromosomas 3G, con respecto al de Jos 

cromosomas 3N tiene menor importancia 

para tal inducción 

iv). El mayor incremento de ICH-3 

cuando la exposición se da a las 30 h. resulta 

lógico, ya que prácticamente todas las células 

se encuentran en la tercera división; pero lo 

que no es fácil de explicar es que en los 

cromosomas 3N se observó un incremento 

mayor que en los 3G porque indicarla que la 

presencia de un nivel mayor de BrdU en los 

cromosomas 3G inhibe la inducción de ICH 

causada por ENU; lo cual se contradice con 

el resultado del análisis de las frecuencias 

máximas de ICH en cada ciclo, que indicó la 

existencia de una relación directa entre el 

grado de incorporación de BrdU durante los 

tres ciclos de división y la inducción de ICH 

(tabla 3; figura 8). 

Podría considerarse también que la 

susceptibilidad a la inducción de ICH no 

solamente tiene que ver con la condición de 
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sustitución de las cadenas de ADN en las que 

se producen las leslones, sino también con la 

sustitución de las cadenas complementarias y 

además, con el nivel de BrdU que se 

incorpora en las cadenas recientemente 

sintetizadas. Cuando se da el tratamiento con 

ENU a las 30 h, ambos tipos de cromosomas 

tienen una cadena sustituida con BrdU alta y 

la complementaria en los 3N tiene timina; en 

tanto que en los 3G, sustitución baja de BrdU. 

Estos cromosomas se duplican en presencia 

de BrdU alta, la cual se Incorpora en las 

cadenas hijas a medida que están se 

sintetizan; al mismo tiempo, que se están 

produciendo los ICH. 

La mayor Inducción en los 

cromosomas 3-N podria deberse a: (i) que las 

lesiones en la cadena con tlmina sean más 

propensas a la inducción de ICH cuando esta 

se duplica en presencia de BrdU alta o; (li) 

que las lesiones en cadenas sustituidas con 

BrdU alta sean més propensas a la Inducción 

de ICH, cuando la cadena complementaria 

tiene timina y la duplicación del ADN ocurre 

en presencia de BrdU alta. 

No resulta fácil elegir una de estas 

alternativas. La primera puede ser posible si 

se toma en cuenta que las lesiones 

involucradas en la inducción de ICH-3N son 

de expresión inmediata, al igual que lo son 

las lesiones que causan los incrementos 

máximos de ICH-1 y de ICH-2 y aunque en 

los tres casos las lesiones suceden en una 

molécula de ADN que tiene al menos una 
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cadena con tlmlna, el Incremento tanto de 

ICH-3N como de ICH-2 es notablemente 

mayor que de ICH-1. Esto último podrla 

explicarse conbase al hecho de que los ICH-

1 se producen cuando el ADN con lesiones 

se duplica en presencia de BrdU alta y los 

ICH-2 e · ICH-3 en BrdU baja. Esto es 

. sugésti\lo<de que las cadenas de ADN con 

tlmlna son más susceptibles a la inducción de 

ICH causada por ENU cuando la duplicación 

del ADN sucede en presencia de BrdU alta. 

No obstante que las lesiones que producen 

Jos ICH-2 pueden ocurrir también en cadenas 

con sustitución baja de BrdU, se puede 

especular que estas todavía contienen una 

proporción apreciable de nucleótidos con 

timlna. 

La diferencia entre las frecuencias de 

ICH en cromosomas 3N y 3G con respecto a 

los diferentes tiempos de exposición, es que 

las observadas por la exposición en el 

primero y segundo ciclo, asl como las de los 

tiempos previos, son producto de lesiones 

alta o moderadamente persistentes. y las del 

tercer ciclo son debidas a lesiones de 

expresión Inmediata y es probable que el 

comportamiento de estos dos tipos de 

lesiones en relación con la BrdU sea 

diferente. A este respecto, quizá sea útil la 

observación de que las lesiones de expresión 

inmediata que generan !CH en el segundo 

ciclo (18 h, figura 5), ocurren en cromosomas 

cuyo ADN tiene una cadena con timina y se 

duplican en presencia de BrdU alta, de igual 
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manera como sucede con las lesiones que 

dan lugar a la frecuencia de ICH en el tercer 

ciclo en los cromosomas 3N. 

El incremento de ICH en los 

cromosomas 3G, Importante aunque menor 

que el de 3N a las 30 h, indica que las 

lesiones de expresión inmediata también 

ocurren en ADN con sustitución alta de BrdU, 

pero es probable que la presencia de una 

cadena con tlmina represente una mayor 

susceptibilidad a la producción de ICH, o 

menor reparabilídad de dichas lesiones. 

La evaluación del efecto de la BrdU 

con base en la comparación de las 

frecuencias de ICH-3 en cromosomas con 

dos diferentes grados de sustitución, 

constituye un sistema único en su género, ya 

que en la misma célula existen los dos tipos 

de cromosomas; con lo cual, se puede evitar 

que otras variables fuera de control pudieran 

afectar la inducción de ICH. Además, debido 

a que en esta investigación, la exposición al 

mutágeno se llevó a cabo en distintos 

tiempos, los cuales se pudieron relacionar 

con cada uno de los tres ciclos, con base al 

modelo de inducción de ICH propuesto fue 

posible inferir la condición de sustitución de 

BrdU en el ADN al momento de dicha 

exposición. Se puede comparar la respuesta 

de poblaciones celulares que fueron 

expuestas al efecto de un mutágeno en 

diferentes condiciones de sustitución de BrdU 

en su ADN. 

TESIS CON 
FALLA DE OEIGEN 



Por lo anterior, respecto a la tercera 

pregunta, que se refiere al papel de la BrdU 

sobre la inducción de ICH producida por la 

exposición a ENU, estos resultados indican 

que la ENU provoca ICH en ADN no 

sustituido con BrdU y también en ADN 

sustituido, pero en este último caso, el 

análogo ejerce un papel senslbilizador. 

Además, la ENU produce un incremento 

significativo, aunque pequeño en 

cromosomas sustituidos cuando la exposición 

se realizó antes de la incorporación de BrdU. 

En síntesis, los resultados de este 

trabajo indican que la inducción de ICH por el 

tratamiento con ENU ocurre a través de dos 

mecanismos: uno directo, mediante lesiones 

al ADN; las cuales son reparadas como 

resultado del ICH o bien, en la interfase de la 

siguiente división y; otro indirecto, que causa 

incrementos constantes de ICH en cada ciclo 
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y perdura varios ciclos después de la 

exposición, como sucede por alteraciones en 

el patrón de metilación del ADN. La presencia 

de BrdU en el ADN ejerce un papel 

modulador importante en ambos tipos de 

mecanismos. Mientras que la cantidad de ICH 

por lesiones aumenta en proporción directa 

con el nivel de incorporación de BrdU, la de 

ICH producidos a través del mecanismo 

indirecto ocurre en ADN nativo, es decir en 

ausencia de BrdU. Esto representa una 

contribución al conocimiento del mecanismo 

de formación del ICH y también resulta 

relevante en relación al significado biológico 

del evento de ICH. Por lo tanto, se puede 

afirmar que el seguimiento del destino de las 

lesiones inductoras de ICH fue una estrategia 

experimental adecuada que aportó una 

aproximación al conocimiento del mecanismo 

de formación del ICH. 



7. CONCLUSIONES 

El análisis de las frecuencias de ICH La BrdU si afecta la inducción de ICH y 

inducidas por la exposición a ENU en tres también la persistencia de las lesiones que lo 

ciclos de división celular sucesivos permitió producen. 

responder a las tres preguntas planteadas, a 

través de sus hipótesis correspondientes: 

Pregunta 1. 

¿Cuál es la relación entre la Inducción de ICH 

y el curso de la duplicación del ADN en 

función del tiempo de exposición al 

mutágeno? 

Existe una relación estrecha entre la 

inducción de ICH y el curso de la duplicación. 

Pregunta 2. 

¿Es el ICH la expresión de un proceso que 

permite la tolerancia o reparación de lesiones 

en el ADN? 

Los ICH representan un proceso que permite 

la reparación de lesiones. Adicionalmente, se 

obtuvo evidencia de un proceso de inducción 

continua de ICH, atribuible a un cambio 

epigenétlco p. ejem. Desmetilación. 

Pregunta 3. 

¿Cuál es el papel que juega la BrdU sobre la 

inducción y persistencia de las lesiones que 

inducen ICH? 
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Los resultados de este trabajo de 

investigación, permiten obtener las siguientes 

conclusiones: 

1) Se determinó que la población 

celular analizada es sincrónica. 

2) La etapa S ocupa la mayor parte 

del tiempo del ciclo celular, el cual 

tiene una duración de 9 h 

aproximadamente. 

3) La inducción de ICH es 

dependiente del progreso de la 

duplicación del ADN, lo que 

constituye una evidencia directa de 

que la horquilla de duplicación es el 

sitio donde se llevan a cabo los 

ICH. 

4) La ENU induce ICH de manera 

inmediata; en el ciclo en el que se 

da la exposición. Esto denota que 

la ENU causa ICH a través de un 

mecanismo directo; por lesiones en 

elADN. 



5) La ENU no produce lesiones 

tenaces, lo cual sugiere que las 

lesiones inductoras de ICH se 

reparan durante la formación de 

ICH o en la interfase de la siguiente 

división 

6) Este mutágeno también produce 

una inducción tardía y constante de 

ICH, que trasciende hasta cinco 

ciclos de división celular después 

de la exposición. Lo cual podria ser 

debido a la desmetilación de la 

citosina causada como resultado de 

la reparación de lesiones en el ADN 

e indica que en la formación de ICH 

también interviene un mecanismo 

indirecto. 

7) La inducción Inmediata de ICH se 

incrementa de manera 

proporcional con el grado de 

incorporación de BrdU al ADN. 

8) La inducción tardia ocurre 

preferentemente en ADN nativo. 

9) Las lesiones en cadenas con 

timina causan propensión a la 

inducción de ICH en cadenas 

sintetizadas en ciclos de división 

posteriores; posiblemente a través 

de desmetilación del ADN. 
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10) La presencia de BrdU en el ADN 

no afecta la Inducción de ICH por 

ENU, cuando la molécula con 

sustitución baja de BrdU se 

duplica en presencia de BrdU alta. 

11) La Inducción inmediata de ICH se 

Incrementa cuando las lesiones 

se producen en ADN, que tiene 

timina en una cadena y se duplica 

en presencia de BrdU alta. 

12) El nivel de sustitución de BrdU en 

el ADN, asl como la BrdU 

incorporada durante la 

duplicación, son importantes para 

la expresión de las lesiones como 

ICH. 

Adicionalmente: Se mejoró protocolo 

de TDTT para estudiar el destino de las 

lesiones inducidas por otros mutágenos, ya 

que los resultados permiten establecer 

tiempos más adecuados para el tratamiento 

con BrdU y con los mutágenos. 

TESiS CON 
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Sister chromatid exchange induction and the course of DNA 
duplication, two mechanisms of sister chromatid exchange 
induction by ENU and the mlc of BrdU 

R.lfodrígucz-Reycs ami P.l\.loralcs-Rumírcz1 

Dcpartmncnto de Genéticil. ln~Lituto Nacionnl de lnvcs1igncioncs Nucleares, 
Aparlntlo Postal 18~1027, ~:léxic..·n, D.P. Mexico 

Tite aims ol' tite prcscnt study wcrc to cstablish thc follow­
ing: (1) thc coursc of sistcr chromatlrl cxchange (SCE) 
inductlon by cthylnitrosourcu (ENU) in thc first, sccond 
nnd thircl divisions as a function ol' thc cxposurc time; (ii) 
the ¡>crsistcnce ol' SCE-inducing lesions and the dctcrmirrn­
tlon of whcther or uot thcy are always invol\'cd in SCE 
fornrntinn: (iii) thc c!Tcct of hrnmndcoX)'llriclinc (llrdU) 
lncorporalion on th1• induction and pcrsistcnce of SCE. 
Thrcc-wny dilTcrcntlnl stalning of sistcr chromuticls in 
murinc heme marrow cclls i11 l'ivo was uscd in thc prcsent 
study. Thc rcsults indicutc thc follnwing: (i) SCE incluction 
in cach 1·cll division depends on the coursc of DNA cluplica­
tlon, sug¡:esting tlrnt SCE occurs ut thc rcplication fork; 
(ii) the ccll 11op11lutlon undcr stud)' could be consldcred 
synchronous und hud a ccll cyclc duration of ncarly 9 h; 
(iil) in thc sccond nnd thlrd ccll divlsions ENU prcfcrentlnlly 
imluccd SCE in !he cycle in whlch thc cxposurc occurred; 
(iv) lcsions incluced by exposure to ENU did not cuusc SCE 
nt thc sume slte In subsequcnt clivisions; (v) ENU wns nlso 
cn¡mhlc of producing u Jong-lnstlng induclion of SCE 
in llrdU-unsuhstitutcd DNA; (vi) thc scnsltlvity to SCE 
induction by thc mutngcn lncrcusc.~ ncarly proportionally 
to BrdlJ incorporation into UNA. 

lntrnduction 
Sislcr chrunmlid c)(dmngc (SCE) is a phenomcnon lhal occurs 
widely in nalurc (Chao et al., 1985; Escalza et al., 1989; Wci 
<'t 11/., 199.1); lhis suggcsts tlml it rcprescnts or is 1hc expression 
or a biologically relevan! proccss lhul hus bccn prcscrvcd 
through cvolution, Howcvcr, its biological mcaning ami thc 
mcchanism of formatinn have not bcen fully cluciduted. 
l~vid,·11cc has hL'Cll ohtaincd lhat thc m:c:urrcnc:c llf SCE rcquircs 
1hc ccll to pass lhruugh DNA synlhcsis (Wulff <'t 111., 1974 ); 
1hcrc are also sume dntn suggcsling that the replic:ation fork 
" lhc silc al which this cvcnl tK'Cllr' ( Katn, 1980; Cortés et al .. 
i '1'13 ). 11 has hcen reportcd lhal SCE could be ca u sed by the 
prcscnce of DNA lcsions al thc momcnt of rcplication (Kato, 
1980) or by lhc altcrnlion of this latter process (lshii und 
l3emkr. 1980; Nishi et al .. 1982). DNA syn1hesis. anti particu­
larly formalinn of the rcplication fork. is thc momcnt at 
which SCE most probably uccurs. bccuusc this is when the 
hnmulogous douhlc slrumls are dosc togcthcr uml u homo­
logous n:cumbinalinnal event C<JUld takc place more casily 
(l\foralcs-R:unírcz et al., 1990). Clcar cvidcncc hus rcccntly 
hccn rcprn1cd rclnting SCE to huniologous rccombinution 
(Sonoda et t1/., 1999). 

In a modcl of SCE production (Mornles-Rumírcz ewl .. 1990) 
huscd on lhc rccombinntional moclel of Hollidny (Drcsslcr nnd 
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Poner, 1982) und 011 replicativc rcpnir in eukuryotcs (Luvin, 
1978), a mechanism was ¡>roposed that permits DNA duplica­
tion in the prcscnce of lesions; these lesions could subsequently 
be climinuted hy an ussocinted repuir process or nftcr rcplica­
tion. In such u modd, lhe Holliday intermcdiate could be 
re,olvcd by generating a double or simple strand exchange, 
which determine.<; whether a sistcr chromatid cxchungc tloes 
or does not occur. In lhis contcxl, un approaeh to dctllrmining 
the biological mcaning would be to establish whether SCE 
production is relutcd to the climinution of DNA damage or tn 
lesinn tnlcrancc. In ordcr lo dis<:riminate betwccn thcsc twn 
possibilities. cvidence is requircd tlrnt may allow onc to 
cstablish whether or nol a lesion can cause SCE in subscqucnt 
divisions and whclhcr it is common for SCE lo occur at the 
samc locus in subsequent ccll divisions. · 

Thcrc is evidcncc thal mutngen exposure can induce SCE 
much la1cr in prolil'crutivc cclls (Morulcs-Rumírcz et al .. 
l 984u), indicating that not ull SCE-inducing lesions are repaired 
cluring ccll division. However, the evidence obtained by the 
usual protocol of two-tone stnining of sister chromutids <loes 
not !el us clearly determine thc persistence or rcpair of SCE­
i nducing lesions. Given that differential staining rcquires two 
cell divisions, the SCEs unalyzcd coulcl be thc uccumulution 
of SCE occurring in lwo cell divisions. In order to distinguish 
SCE induction in each cell clivision, the mutagen treatment 
was uppliccl 10 di ffcrcnt groups in each ccll cyclc: SCE 
induction in cach ccll division was cstimated by diffc1·cncc 
(Ockey, 1981; Conner et al., 1984; Kaina and Aurich, 1985). 
Howcver, thc cuncclhllion effcct (Stctku, 1979) in cells cx1msctl 
in thc lirst division ami thc bromodcoxyuridine (BrdU) substitu­
tion cffect (Oc:key, 1981) in those exposcd in the second 
division mnke intcrprclation tlifficult. 

A ¡m1toct1I based 011 thc thrcc-way diffcrential staining 
(TWDS) or SCE (Schvartzman und Goynnes. 1980) allows 
one to determine SCE occurring in euch of three successive 
ccll gcncrntions und cvcn thc frcqucncy al which a SCE occurs 
al thc samc locus. Using this protocul in human lymphm:ytcs 
or CHO cells in vitro it has bcen rcpnrted that a single time 
exposurc to 111i11>mycin C. UV light, ionizing rndintion or EMS 
was rnpablc of indudng SCE in successive divisions. but not 
at the same locus (Schvarlzman et al., 1985; Cortés et al .. 
1994). In murine bone mnmiw .:clls in 1•i110 • • nlso with a single 
expnsurc, it was ohscrvcd lhul y-rnys causcd i ooc¡¡, of lcsiuns 
capahle of inducing SCE at the same locus (Morales-Ramircz 
et al., 1988): likewise. il has hecn notcd that some chemical 
mutngcns prmluccd thc samc effect, but with 50% probability 
(Moralcs-Ramírc1. el al .. 1990) or less (Moralcs-Ramírcz et al .. 
1992. 1995). 

In thc TWDS protocol, thc rclutionship bc1wccn thc time or 
mutugcn exposurc und the coursc of DNA duplicution is 
essential for interpretation, becuuse assuming that SCE occurs 
ut lhe duplicution fork (KUlo, 1980: Cortés et al., 1993), the 

1\ 



R.RudrfRllCZ·RC)'CS un<l r.Mor11lcs-Rmnlrc2 

DN A lesions induced behind the fork would produce SCB 
during subscqucnt cell divisions; 'this cnuld be mlsinterprctcd 
;1s a pcrsistencc of lcsions. 

The aims of the prescnt study were us follows: (i) lo 
cstablish thc coursc of SCE induction in thc lirst (SCE· I ), 
sccond (SCE-2) anti third (SCE-3) divisions dcpcnding nn the 
cxposure time to ethylnitrosourea (ENUJ; (ii) to establish 
if mutagcn cxposurc causes DNA lesions eliciting SCE in 
succcssivc divisions (pcrsistent) .nncl evcn at the sume locus 
(tenacious); (iii) to determine the cffect of BrdU incorporation 
into DNA on thc inductinn nnd pcrsistencc of SCE-eliciting 
lcsions. 

l\111tcriuls und mcthods 

Anima/.,· 
1\vo~ to thrcc-monlh old UALB/c male mice wcighing 30 y were uscd in 
th~sc cxpcrimcnts. Thc animnh1 wcrc housell in 11lnstlc cugcs undcr controllcd 
crntditions uf 1cm¡l1.m11urc uml dnrk-lig.lu puriods ~md wcrc fcd with Purlnu 
dtow for smull rodcnts nnd wollcr tul libilllm. 

11mtoco/ 

Thc pmtrn:ol followcd 10 dclcl'minc SCE inductiun In tlucc irnbscqU!!nl ccll 
gcmm11ions in mul'inc bonc murrow cclls (Mornlei-;-Ha111írcz et (I/,, 1988, 1990, 
1992, 1995) ¡, hascd on three-wny tlifforencial slaining of sister chromntic.J~ 
(Sclwar11.nmn mHJ Goynncs, 1980). The micc rcccivcd n luw BrdU lk»ie 
(0.2 mg/kg hmly wl l.p.) hcforc thc fina division (time 0) ami n hlgh dos..: 
(2.0 mg/k~ hmJy wt i.p.) hcf'orc thc sccond cydc uf divi~iun ( 12 h uíter 
inillulil)n). The BrdU hnd previously heen adsorhed to nclivated chan:ool 
tMornk.~-H.nmircz, 1980; Mnrulc"'·Rmnfrnz t•t 11/ .. 1984b). A dosc uf 
25 m!!fkg ENU (in wnir.!r) wns ;1d111inis1crcd s.c. 10 tlil'fcrcnt gmup~ uf mh:u 
3. 6. 11, 12, 18. ~.¡ or 30 h aflcr lite lirsl injcction uf RrdU Clow BrdU <loso). 
Additional c.\p~rimcnts were carricd out wilh cxpo ... ure 3, 6 aml 12 h prior to 
1hc lil~I Urdll dosc. Colchicinc (J.75.mgfkg) wns mlminislcrcd i.p. 2 h bcforc 
killing hy CCl'Vil'lll dislm:•1tin11 uud 36 h uncr thc first DnJU injcclinn. 

11lc times of trculmcnt wilh lhc two BrdU dose~ und with colchicinc und 
the ditfcrcn1ial ~tainin~ in lhree tones pcnnillcd che selection ofcc11 populations 
that Jivid\!li lhn.:c times hch'w·ccn thc lirst administrntitm of UnJU und thc cnd 
t'f thc cxpcri1m:n1. ns~uming 1111 :1vl!rngc gcncrution lime of 12 h (lvcu nnd 
'fo.:c:, l'JY2). Thi." ulw nllows une to pre<lict thc lcvcl uf BrdU sub!ttitucion in 
01\'A 'itrands ul lhc momcnt of ENU ndministration (Figure 1). 

Thc prolocol pcrmils une lo ~ore SCF ... -. thnt occur in thc tirsl, :u:concJ nml 
thinl divisions in tl1c cclb ;mJ to infür whcthcr or nut thcy occur ut thc ~ame 
~itc 111 .,11ccc.!i~ivc Jivisions lFigurc 1 ). 

Cht'1111n1J., 

Bnllf. ENLJ anti cnlchicinc Wl.!rc obtaincd fro111 Sig11111 Chcmlcnls. 

t.Nl 1 mb11i11iJfntlion 

Thc ENlJ Jmc of 2;í mWkg \"-'lls cslahlishcd in prcliminnry cxpcrimcnts usins 
thl! 11 .. trnl two-trn1c stnining prnlrn.:ul, as thc rJnsc llml cnuii.cs 1hc muximum 
SL'E L·1 1nt:o111i101n1 with only il moc.Jcratc cytoloxic cffccl (dntn nol shown). 
The latlt!r wm. tlt:tt!rmined as the cffcct on thc milotic indcit and average 
l!C!lc1ati11n time <lvctl ;111d Tü:c, 1'>'12). 

Sl1dc ¡m•pan11io11 

Thc ilnimal\\ wcrc ki\le<l hy cervical dislocation 2 h aftcr ndminhuration of 
l·okhkinc. Roth fc111urs wcrl!' Uisscc1cd and bonc murrow cclls w~rc obtnincd 
hy injccting n ~11li11c ii.olution 111 onc c1ul nf lhc hont!. Thc cclls uh1ulncd wcrc 
trcut~<l with ¡¡ hypotonic ~olution. fhcd ns rcportcd prcviuusly (Moralcs­
J~umirez ,., 111 .. 1990) and finally dropped unto chillc:d slides. Thc slides wcrc 
dricd foral lca~I 24 h bcfnrc staining hy thc lluorcsccnce plu~ Oicmsn mc1hod 
il'"rry u111I Wolll. 1974), <IS >lightly mouilic<l (Gnl<l 1•1 al .. 1975). 

1\11111\'sis ami \la1's,;cal 11wtlwús 

'J11c frct1uc11cics ni' SCE-1, SCE-2 niul SCE~3 (Figure 1) wcrc scorcd in JO 
i.:cll ... /uninrnl. SCE<~ in chromrnmnrn Uc!-4ccnd:m1s uf 1hc BrdU-unsuh~litutcd 
UNA strnnd, which havc a dark Slainc<l chmnrntid !SCE-30), and thosc of 
thc RrdlJ-lm\' suh:-.titutcd DNA strand, which havc a pule stnincd chromo1id 
CSCE-~P). wcrc urrnlyzcd in 1hc sume cctls. The stntlstical signilicancc umons, 
grnups wus dctcrmincc.J with Stmfont's t·lcsl nm.l lhc dlffcr.;nco in SCE 
l°r<qucncy hclwccn SCE-30 nnd SCE-W Wtu1 esluhtishc<l by thc pnlrcd t-tcst 
ustn!,' tho l!<ecl program for PC. 

/ 1st DNA Synthasls tow BrdU 

! 1 SCE llll 
/ 2nd DNA Synthsl• htgh BrdU / 

¡ SCE l !j r¡-¡1 
' l ! 1 J 
\ ~ DNA SynthHI• hl11h)¡_rdU / 

lll llll~lllll!J~l.ll 11 
1·íl ff I ~-~ ~-~ ~ [I 

NoSCE SCE·3 SCE-2 SCE·2,3 SCE·1 

Flg. l. Thc TWDS pmlocol fnr chromutids Is shown, 'ntis figure describes 
how diffcrcnlial BrclU im:orporntion in thre~ subscquent Uivi~ions allows 
onc 10 dc1enninc thc SCE in cnch of 1he lhrcc divisions, ns wcll U!\ to 
cs111hliNh thc prub11hili1y thnt SCE nccurs 111 thc sorne locus in lhc sccond 
und thh·c.J diviHions duc to tcnucious lcsions. A$ shown. when SCE occurs in 
thcsc divisions et thc sume locus. cxposurc to thc mu1.o.gen in thc second 
division would pnruJnxicnlly cuu1»e an incrcnsc in SCE wich the appcnrnncc 
of thuso occurring in thc finH divislon. Continuous llncs rcp1exc1H 
un!'ubsHlution, Un.lihcd lint!s low ll1tlU suhstitution 11nd dotlcd lincs high 
BrdU substiunion. The figure shows the dnrk ami pnle chromosomes 
dcrived from lhe unsubstitulcd nnd BrdU-subMitmcd strnntls. respectivcly, 
pruscnl nftcr 1hc ll"t <livlsiun. 

Ratimrnlr lt1 t1<"1til'l'<" tlir aim.f 

11\C TWD.S proloc.:ol fnr chromutid." shown in Figure 1 mnkcs it ¡mssihlc lo 
<letcnnlnc SCE in cuch of tite tlircc sui.1"cqucnl divl<ions. This ulluwcd us to 
explore lhe rollowing. 
i. TI1e emane uf SCE inductiun in cach of thc thrcc divisions us tht!.<iic thrcc 

succcssivc ccll <liviKions prugrcss. Thls wuM <lonc by cxpuslng lh~ :mimul:-; 
to ENU nt <liffcrcnt tintes. 

ii. The inductlon of SCE in succeAAi\'e divisions al'ter exposurc (per;istencc). 
n4' wcll ns the prohabili1y thal SCE occurs al thc snmc locus in 1hc sccond 
nm.l lhinl <livil'ions (lcnucity). Thc lnllcr wns Uc1cnnlncd in cclls cxpuscd to 
ENU during thc St?cond divisiun (us shown in Figure 1 ); whcn SCE occurs 
in thc second und third division~ ne lhc sanlC locu~. thc cxposurc in thc sccond 
Uivii.ion would pnrmloxically cause nn incrcasc in SCR' with thc appcunmce 
of thosc occurring. in thc fü~t divisinn. 

iii. Thc cffoct nf BrdU on SCE in<luction hy ENU. '111is wu.• done by 
dctcnnining (a) the cífect of cumulat\ve mcorporalion of BrdU in sub. 
scqucnt divisions and (b) thc difícrcncc in scn!i.itivity 10 lhc intluction of 
scr;.cliciling lcsions oí thc BrtlU·subs1i1u1cd ami Brdl/-un<uhstilutcd 
DNA s1runds. Such u Jiffcrcncc was estublishcd by cumporlng thc induccd 
frequencics of SCl!-3D wilh those of SCE-3P. 



Results 
Cour.ve o/ SCE-1, SCE-2 allll SCE-3 imh1e·1im1 a.1· 11 jimc1irm 
o.f t/1e co11rse of .mccessi1•e divisions 
Table I shows thc SCE frcquency induced in three subsequent 
divisions by exposure to ENU al difforent times with rcspcct 
to administrntion of the first BrdU dose. The data indicatc that 
ENU induces a significan! increase in SCE-1 with rcspect co 
the mncching control from 3 to 12 h. At 18, 24 und 30 h. the 
frequcncy dccrcascs to vulues as low as thc control values. 
With rcgard to SCE-2, the frcqucncies are significantly higher 
than the control frorn 3 to 24 h. with a maximum at 18 h. Thc 
SCE-2 frequency al 30 h is similar to tlmt of thc control. Thc 
SCE-3 frequencics are signilicantly highcr nt ali times, even 
at 3 h. although thcre is a greater increase at 24 ancl 30 h. 

Thc incrcmcnts in SCE induction shown in Table 1 are 
plottcd in Figure 2; two scales are uscd bccausc thc induction 
of SCE-1 is substantially lowcr than tho;;e of SCE-2 and SCE-
3. lt is i1111mrtant to llllint out thc following: 9 h was the time 
uf maximum SCE-1 frcqucncy but had thc mínimum values 
of SCE-2 and SCE-3; 18 h was thc time of maxirnum induction 
of SCE-2. but when the mínimum SCE-1 and SCE-3 lcvels 
uppcurcd; 30 h wu' lhc time of highcst SCE-3 induction, but 
when uegligible induction of SCE-1 and SCE-2 occurred. Thc 
highcst SCE induction in each cell division secms to corrcspond 
lo thc momcnt prior to DNA duplicution, bccuuse uflcr this 
time, the course of DNA duplication reduces !he SCE frec¡ucncy 
in the curren! ccll di vision. This is because there is u grcatcr 
probability thnl lcsions urc produced bchind thc duplicution 
fork, i.e. in thc rcccntly synthesized strands, causing u grcuter 
numbcr of SCEs in the subsequent division. Figure 3 shows 
thc dutu plotted ns n pcrccntnge of lhc muximum incluction, 
considcring only SCE induccd in thc ccll division of ENU 
exposure. A model schemc of SCE induction in subscquent 
divisions could be constructcd from thc curves. The shapes of 
the curves, parlicularly that corrcsponding to SCE-2, suggcst 
that cell division in bone marrow is continuous and thut thc 
durations of the G 1, G~ uncl lVI plmscs of ccll division nrc 
ncgligiblc. Undcr thcsc circumstanccs. thc datu indicutc tlrnt 
SCE occurs during S phasc und spccilically at the replication 
fork. ·nie iufenmccs obtaincd from the elata that support the 
moclcl imply thut ccll division nf the cclls under study lasts 
9 h, inslcad of thc 12 h infcm:d from the average gcncration 
time (lvctt und Ticc, 1992). This means the cell cyclc in thc 
prcs~nt study is out nf phase with respect to its thcorcticul 
culll'sl.!. Thc synchrony is duc to selcction of thc ccll subsct 
undcr analysis by BrdU administraúon, urrcst of the cells in 
nwtaplrnsc with colchicinc al specific times und thc TWDS 
protocol for chromutids. Thc rcsults will ulluw us to improvc 
the TWDS protucol i11 l'ivo, by dctcrmining thc mosl appro­
priate times for BrdU and cnlchicinc trcatmcnts, thus obtaining 
a nrnch highcr pcrccntagc or cclls with TWDS. 
/'ersi.,1e111 ami 1c1wcio11s SCE-i11tluci11~ /e.1·io11.1· 
Thc data from Figure 2 intcrprctcd in tcrms of the model of 
SCE imluction in succcssivc divisions indicatc thc following: (i) 
thc frcqucncics of SCE-1, SCE-2 und SCE-3 are preferentiully 
incrcascd by cxposure during their corresponding cell division, 
implying thal thcy are cnuscd hy recently induccd DNA lcsions 
of immedintc expression und, as wus prcviously mcntioned, 
nre n rcsult of the progrcss of DNA duplication; (ii) ENU did 
not incrense the frcquency of SCE-1 on cxposurc during the 
second divisiun ( 18 h), indicuting thut this mutugen is unable 
to induce 'SCE-1 like' SCE arising from SCE produced at the 
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Fi~. 2. lnuuclion ol' SCll·I, SCE-2 unu SCE-3 by cxposuro 111 dilicrcni 
t11nc.'\ during lh1cc ccll c.livisiml!i nflcr thc first BrdU udrnlnislrotion (time 0). 
Thc darn rcprcsent thc incrcn~c in SCE wilh respecl lo che currcnt conlrul, 
tlcrivcd l'iorn th!.! rc~ults s.huwn in Tnhlc l. Two sculcs ure usc:d bccuus.e 
SCE-1 i11Juc1io11 is subsl:ulliully lowcr thun SCE-2 und SCE·3. 
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FI~. 3. Mndcl of SCE inductinn in s.ubscqucnt divisions. Titick lines 
rcprcscnl lhc actuul SCE lnduclion In lhrcc subsc<1ucnl dlvisions, plotlc'<I u• 
u pt:u.:cntJgc or thc maximal induction al each cell division with rcspel:t to 
liml!~ thc fine lincs rcprc!>cnt the theoretlcnl progrcss of SCE induction in 
lhl.'.! 1hrcc ccll 11ivit~inns. Tile corrc:-;1lmu.Jing coursc uf subtH~qucnl DNA 
dup1i1.·;11io11-; untl BrcJU incorporntion un: shown. Cnntinuous llncs represen\ 
u1huh!t.litutkm, tfashcd lincs luw Brt..IU substitution and dottcd lines high 
B:-dl J s11bs1itutinn. 

samc locus in thc second and third divisions by a tenacious 
DNA lcsion (sce Figure 1 ); (iii) ENU is capable of inducing 
a similar incrcase in SCE-2 und SCE-3, even higher thun thut 
ur SCE· l, by exposurc ni dif'fcrcnt times during the first ccll 
cyclc. This result could not be expla.ined by the presence of 
wry p\lrsislcnl DNA lcsions tlmt are by chance expressed ns 
SCE in successive ccll divisions. 

In order to explore the observution that ENU can produce 
SCE in thrcc subscquent divisions uf ter exposure, animnls 
wcrc s.c. injectcd with the samc previously used dosc of ENU, 
al J. 9 or 12 h before thc first DrdU administration, which 
mcans up to ncarly fivc cell divisions prior to thc analysis. 
Thc results in Tublc 11 show that for ali times thc rrcquencies 
of SCE· I, SCE-2 and SCE-3 wern significantly different from 
those of their corresponding controls; they also revea! that the 
increusc in SCE-1 frcquency was lowcr than thnt for SCE-2 
m1d that the luttcr was lowcr thnn thc incrcasc in SCE-3. 
Exposure to ENU 3 nnd 6 h before the first BrdU administration 

increnses SCE in the three subsequent cell divisions by very 
similar proportions (1.4:2:3), whilc cxposurc 12 h beforc BrdU 
administration increnses SCE-1 frcqucncy by 1.0 m1d SCE-2 
und SCE-3 frequencies by -3.0. In fact, the increasc in 
SC)3-3 is prnctically constunt. This confirms that ENU is 
cuf:mblc of inducing SCEs for severa! cell divisions urtcr 
exposure in cells with unsubstituted ONA and that this induc­
tion increases in the subscqucnt divisions after ENU cxposure. 

Eff'ect of BrdU i11corporatim1 imo DNA 011 tlw i11C/11ctio11 a/Uf 
persistence of SCE-e/iciting /esions 
The muximum incluction of SCE-2 nud SCE-3 is ncarly four 
nnd five times higher than the muximum SCE-1 induction, us 
shown in Tuble I and Figure 2. This seems to indicute 
thnt Br<lU incorporation is playing an importan! role in the 
sensitivity of cclls to SCE induction hy ENU, particulnrly of 
immediute e>tpression lesions. Theorctically, in the course of 
DNA duplicution (Figure 3) at 9 h DNA would be unililarly 
Br<lU substitutcd with low BrdU. Aftcr this time und up lo 
18 h. two kinds of DNA double strunds should be forme<l: 
both would have n single strand substituted with high BrdU. 
but one with a complementnry unsubstitutc<l single strand ancl 
the other with a complementary low Br<lU substitutcd stnmd. 
At 30 h, three kinds of double strunds should be formed: two 
similar to thosc of the second division, but nnother with u 
high BrdU bililar substitution. Undcr such circumstanccs, thc 
induction of SCE seems to dcpen<l on BrdU incorporutiun. In 
ordcr to explain how BrdU incorporation affects SCE in<luction 
by ENU, the relationship belwccn BrdU incorporation un<l 
SCE frequency per chromosome during the three cell <livi.~ions 
is shown in Table 111. Thc incorporation of BrdU was indirectly 
estimatcd as the numbcr of substituted strands multiplicd hy 
thc BrdU dose administcrc<l during substitution of thcse strunds. 
The data at the times of maximum induction were used 
nssuming thut ut thosc times dnplicntion for each cell division 
had been compictcd. The data indicate thut SCE induction is 
proportional to BrdU incorporation. Figure 4 shows that thc 
relntionship is dircctly proportional to dose, with r = 0.99. 
The estimatcd SCE induction by 25 mg/kg ENU in lhe ubsence 
of BrdU was 1.9 SCE/cell. 

Table IV ami Figure S show the frequencics of SCE-30 and 
SCE-3P, i.c. of chromosomes gencratcd from thc unsubslilutcd 
and BrdU-substituted strands present aftcr the first division, 
respectivcly. Data from exposure to ENU cither hcfore or after 
the tirst BrdU administrution werc considcred. Thc curves for 
SCE-3P secm to show a depcndence on Br<lU incorporation. 
In the first and second divisions there is a small but significant 
incrc•1sc in SCE with respcct to thc control. cxccpt for the 
vuluc obtuined at 6 h. The fact thut this BrdU-subslilutcd 
strund docs not exist at these times uf e>tposure implies that 
somc ENU-induced lesions in thc unsuhstituted ONA could 
makc thc ncwly synthesized BrdU-suhstitutcd DNA slrands 
prone to SCE induction in subsequent divisions. Exposure 
during thc second and third divisions continuously incrcuses 
the frc4ucncy of SCE-3P. 

The induction of SCE-30 was statistically significant with 
respect to the controls at ali times of treutmcnt. Thc curve íor 
SCE-3D induction was much more complcx. In thc ccll 
cycle prior to incorporntion of BrdU thcrc wus un increuse 
proportional to time. These long-lasting lesions induced during 
thc first und second cycles are mainly SCE-3D; nlthough this 
was cxpcctcd, thc event con!irms thut ENU cun in facl induce 
long-lasting lesions.in native DNA. After the first increase, 
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SC~ mcchnnlsms nnd DNA du11llcutlon 

Tuhle 11. l'rcqucncy of SCR (mcon :!: SD) in thrcc sub•cquent divisions induccd by cxposurc 10 ENU ni difícrcnl rimes prior tu llrst BrdU ndminislration 

Divishm Time CI C2 

-3hCx-CI) -h h (x-CI) -12 h (.\·C2l 

t•ir!!it 2.0 :!: U.5 ( 1.35) 2.1 :!: U.3 (l.45l 1.5 ± o.2g (0.99) 0.65 :!: 0.11 U.SI :!: 0.11' 
Seco mi ñ.IJ :!: 0.9 cl.8) 7.1 :!: 0.7 (2.Cl) 7.4 = 0.83 (3.2) 5.1 :!: U.26 4.2 :!: 0.43 
Thinl 7.4 :!: 0.7 (3.2) 7.J :!: 0.8 (3.1) 6.4 :!: 0.88 (2.8> 4.2 :!: 0.68 ].ó :!: 0.5 

(l (1 4 (i 4 

Ali valucs wcre ~líllis1icotlly signilknnl wilh n:~pecl to 1hcir c:utTent conrrols hy Studcm·s Hesl, I' < 0.05. Cl íln<l C2 reprcscnt thc cJiffercnt mnrching cuntrol 
gruup'>. x-C( 1 or :u 1·cprcs~nt Lhc incrc;1sc with rcsrn:c1 tn its rcspcl..'livc nmlching control. 

'1\•blc 111. Rfl'cc1 of suhscqul!nl IJrtlU im;orporu1iun in1u DNI\ on SCE 
iru..ltH.:tion hy ENU 

Division 

Firsl 
Seco mi 
Third 

RrdU incorpom1ion 

U.4 
4.2 
6.1 

SCE/ccll 

2.3 
8.7 

10.6 

Thc 30 h cxposurc wns usc<l for thc SCE·3 cnmpnrison, 
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FIJ:. 4. Dosc-rci;pnnsc curve uf BrdU incorporatiun versus SCE/ccll. The 
plo11cd dula i:on-cs¡xmtl to lhc highcr SCR imluction in cnch ccll divisinn. 
'l'hl' irn,:nqmrntion WnS inJircctly CSlinrnlcd l.'Ul1Sidcri11g lhC 111111\hcr OÍ 
suh:l!lilutcJ str;m<l' (Figure 3) mulli¡ilicJ hy 1111: HrdU dosc. i.c, low 0.2 0111d 
higll 2.0. 
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Flg. S. lnducllun ur SCE-3() <•> nml SCE-3P CD) dcrivcd from thc 
unsubslituccd nnd Che BdU-subsritutcd strnnds, re<pcctivcly. 01 dlffcrcnt 
time• beíare ond nflcr firsi BrdU odminiscrntion (t~°.~ 
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t.he frequency remains constan!, then fulls al the time at which 
the lirst DNA duplicution ocxurs, according to the previously 
mcnlioncd modcl or ccll division; this coukl be explaincd by 
a lower probability of SCE induction, rcsulting from a 50% 
rcduction in thc number of unsubstituted strnnds per cell. SCE-
30 frcqucncy riscs ugain u11hc lime at which the second DNA 
duplicalion occurs, in the presence of the high BrdU <lose. 
Then the frequcncy of SCE-3D increases ut u similar n1tc 10 
SCE-3P; this suggests that 111icl-lus1ing lcsions ure nol clepencl· 
ent on BrdU incorporntion, pcrhups bccause the differcnce in 
substitution bctwcen thc lwo kinds of slrands is minor. How­
evcr, ut 30 h the frcquency uf SCE-3D is substantially highcr 
than that of SCE-3P. This latlcr behuvior is not easily cxplaincd; 
thc fuct that SCE-3P ancl SCE-3D wcre scorcd in the sume 
ccll implies lhal ull experimental conditions werc thc sume 
ami thal the only cliffcrcnce between thc durk ancl the pule 
ehromosomes is thc unsubstitutcd DNA strund of the durk 
chromosome ancl lhc slightly substilutcd strnnd in thc pnle 
chromosomc. 

Dlscussion 

SCE-1, SCE-2 wul SCE-3 i11d11ctio11 as a.flmction oftlw co11rse 
ofsucce.uive cdl dil'isio11.v 

Thcrc is cvicll!ncc rclating SCE pmduction to thc proccss of 
DNA synlhesis (Kalo, 1974; Wolff el cil., 1974) and to the 
inhibition of enzymes involved in this process (lshii und 
Bcnt.lcr, 1980; Nishi et al., 1982), even suggcsling thut thc 
repliculion fork is lhc site of SCE production (Knlo. 1980; 
Cortés el al., 1993). 

Thc rcsu lts prcscntl!tl hcrc indica te thut the bone nwrrnw 
ccll subsel undcr stucly could be considcred synchronizcd, 
becausc thc niaximum SCE induction in each cell division 
com:spontls to thc minimum SCE frcquencies of thc other 
divisions und the 11u1xi11n1111 increases sccm to occur at nearly 
regular pcriods. This synchrony is due to thc fact that wc 
sclccted metaplrnses showing TWDS dcrived from cells which 
incorporatcd two diffcrcnt BrdU doses at specitic times during 
three cell divisions and wcrc in metuphusc al the mnmcnt of 
colchicinc administration. Thc cstimalcd duration of the heme 
marrow ccll cyclc of -9 h agrecs wilh u prcvious study in rat 
(Schneider et al., 1977). 

The fact that SCE induction by ENU decreuscs as DNA 
dupliemion progrcsscs, while the yiclcl nf SCE in thc suhscqucnl 
division rises, is direct cvidence that thc rcplication fnrk is the 
site of SCE production. This implies that the production of 
SCE-inc.lucing lesions incrcases behind the duplicution fork ns 
DNA divisiun elapscs, rcducing SCE occurrcncc in the current 
division and incrcasing SCE induction in the next. 
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Tohlc IV. lncrcn•c In SCP. írcqu~ncy (mcnn :!: SD) In 1hlrd dlvl•lon chromolÍomc• dcrlvcu from unoubsÍltutcd (30) nnd BrdU·oubRtituted (3P) DNA mnndA 

-12 h -6 h -3 h 3 h 6h \> h 12 h IH h 24 h. 30 h 

.10 
·1·rcntcd 4,0 :!; ll.H 3.7 :!; 0.6 •1.2 :!: 0.4 4.\1 :!: 0,6 4.6 :!: 0.6 3.H;:·o.8 3.6 :!: 0.7 ' 4,3 :!: 0.5 5.6 :!: 0.9 R.5 :!: 0.7 
Control 1.8 .!. 0.3 1.7 :!:: 0.6 1.7 :!: 0.3 2.3 :!: 0.5 2.2 :!: 0.2 2.2 = 0.2 2.2 :!: 0.2 2.2 :!: 0.2· 2.3 :!: o.s 2. 1 :!: 0.4 
lncreasc 2.2 2.0 2.5 2.6 2.4 J.6 1.4 2.1 3.3 6.4 

.1P 
Tn:¡ucd 2.4 ..:.: 0.2 3.7 :!: ().(1 3.3 :!: 0.4 2.4 :!: 0.2 2.6 :!: 0,7 2.5 = 0,1 2.9 :!: 0,H 4.1 :!: o.s 4.7 ':!: O.R 6.S :!; 1.0 
Control 1.9 :!: 0.3 2.5 :!: 0.6 2.5 :!: 0.6 t.5 =o.a 2.1 :!: 0.4 1.7 :!: 0.2 1.7 :!: O.!? 2.3 :!: 0.4 1.5 :!: 0.2 2.3 :!: 0.5 
lncrc.nsc 0.5 1.2 0.8 0.9 0.5 0.11 1.2 1.8 3.2 4.2 

4 {i 6 5 s 3 4 5 s 4 

All valucs wcrc signilicuntly diffcrc111 wilh rcspccl 10 thc currcnl contmls, wl1h lhe exceptiun oí the vulue In llullc (31' ul 6 hJ, The dilli:rcnccs In SCU 
111c1~•••• betwe<n dark (30) nnd pote (31') chromosnmes wcrc slgnificont (/' <O.OS) by paircd /.test, wlth thc excepllon of vatucs in bold. 

Thc fact thut SCE tak<!s place ut the sile whcrc there is a 
lesion refutes the modcls of SCE induction causcd by multiple 
lcsions (Puintcr, 1980; DuFrain, 1981) nnd supports that which 
assumcs thut SCE occurs ns u result of discrcct lcsions 
(Comings, 1975; Kato, 1977; Shnfer, 1977; Dillehay e/ al., 
1989; Holdcn l't al., 1989; Mnrulcs-Rnmírez et al., 1990), 

l'asisre11t ami te1111cio11.1· SCE·i11d11ci11g lesio11s 
Thc two-tone BrdU protocol of differentia\ staining of sister 
ehrnmatids rcquires twn ccll divisions and does not allow onc 
to dctcct thc occurrcncc of SCE in each of thc divisions. In 
adclition, SCEs occurring at the sume locus in subsequent 
divisions enuld be cnncelled, which mcnns thnt they cannnt 
he :.eorcd bc<.:ausc thc chromnsomc uppear.; as not huving 
a SCE < Stetka, 1979); thcrcforc, this introduces udditional 
unccrtninty in the intcrprctation. In fact, thcrc urc scvernl 
studic' in which thc intcrprctation was bused on th<! compnrison 
of SCE inductinn by cxposure to mutagens in the first division 
with that in thc sccond division, inferring by differcnce SCE 
induction in cach ccll cyclc (Ockcy. 1981: Conncr et 11/., 1984; 
Kaina ami Aurich, 1985). Howcver, thc SCE obtained by 
l'Xpo~ure of unsubslituted DNA in the first cell division 
represen! SCE incluction during two cycles nnd the possibility 
ol' canccllatinn is npcn, whilc cxposure in thc second division 
represcnts SCE produccd during onc ce)) divisiun but in 
unitilarly BrdU-subslituted DNA. This underlincs the impor­
lutKC of dcvcloping protocols thut nllow onc to distinguish 
SCE occurring in each of the cell divisions, such as the TWDS 
mcthod (Schvartzman and Goyanes, 1980) nnd others (lshi 
a1HI Bcmlcr, 1'178: Lutt ami Lovcday, 1978: Linnuinmu nnd 
Wulff, 1982). 

The TWDS protncnl introduces uncertainty in interpretntion 
whcn it is applicd lo asynchronous, continuously dividing 
cclls. duc to thc fact thnt lcsions produccd bchind thc rcplication 
fork will not cause SCE until the next ccll division. This is 
particu\nrly important whcn a single time is used to infer the 
fatc of thc DNA lcsions involvcd in succcssive divisions 
( Morales-Rmnírcz et al .. 1990, 1992, 1995). The prcsent study 
allmvs us to dctcnninc the occurrence of SCE in successive 
ccll divisions and to relate SCE induction to progrcss of the 
ccll cyclc, since most of thc lcsions cliciting SCE are of 
immcdiatc cxprcssion. In foct, the rcsults presented here 
indicnte thut ENU dnlls not induce 'SCE· 1 like' SCE us a 
result of SCE produccd in the second und third divisions al 
ü1e sume locus by persistent and tenacious lesions. Under such 
circumsrnnccs, nn unexpected incrcusc in 'SCE-1' should be 
produccd by n trcutment during thc sccond division. Thc fuct 
that ENU does not cause SCE in the same locus contradicts 

our earlicr results obtained by exposurc to othcr agcnts. Those 
results showed a slight but significant incrcuse in 'SCE-1 like' 
SCE. although the possibility of recent lcsion inductinn wus 
also considcred (Moralcs-Ramírcz el al., 1988, 1990, 1992, 
1995), However, such studies were carried out by inducing 
SCE after a single mutagcn trcatment, at 12 h aftcr the first 
BrdU dosc: we ussumed thut 111 this time the tirst cell divisinn 
had ended and thereforc u true SCE-1 could nol be induced. 
Ncvertheless, the present cxperiment indicates that nt this time 
there exists the possihility of cuusing true SCE-1. In light oí 
the present study, 18 h is the most appropriate time for mutugcn 
exposure so that one muy study the possibility that lesions are 
ublc to cause SCE in the sume locus in subscqucnt divisions. 
Thc fact that there is no SCE induction at thc sume locus in 
thc sccond and third divisions implies thnt SCE-eliciting lesions 
induced by ENU do not tnmscend SCE llccurrcnce. Perhnps 
the lesinns urc rcpaired by virttte of SCE occurrcncc: in fact. 
SCE have been relntcd to post-replication repair (Cleuver et al .• 
1999; Limoli et al., 2000). Another possibility is tlmt SCE urc 
rcpaired during thc intcrphnsc o!' thc subsequcnt division. Thc 
data support the view that lesions are not able to cause SCE 
in severa) divisions, but contrust with cnrlier results in hamster 
cclls in vitro nnd bonc marrow in vivo, in which thc lcvcl of 
SCE rcmains high throughout multiplc di visions aftcr exposure 
(Lutt and Loveday, 1978: Morales-Rumírez et al .. 1984). This 
could be cxpluincd by cell subpopulutions huving dilTcrcnt 
cell cyclc durutions or, in the case of expcrim1mts i11 vivo, by 
the cmcrgence or defective stem cell division, which rcpluces 
thc cclls killcd. 

Anothcr cxplanation for this contradiction could be thut th<! 
lcsions causcd by psorulcn plus UV nnd y-rays, which. werc 
thc agents used in thc prcviuusly mcntioned studies, display a 
bclmvior different from thns<! cuuscd by ENU. Howcvcr, a 
study carried out in bone marrow cclls of mice, using ENU 
as the mutagen, indicated that this agent is nblc to incrcnse 
SCE f'rcquency whcn it wus givcn cvcn four c:cll divisions 
prior to nnalysis. These rcsults are more in agrccmcnl with our 
obscrvntions that mutagen trealment nf cel Is with unsubstilulcd 
DNA with ENU can produce SCE evcn up to fivc ccll divisillns 
la ter. This implies that other agents than EN U can ulso gcncrutc 
long-lasting incrcnses in SCE, not by persistent lesinns in 
DNA, but ruthcr by unother mechunism (Charles et al., 1986). 

Our dutu indicutc thut in addition to the ENU-induced 
lesions which clicit SCE immedintely. i.e. during the same cell 
division as mutagcn exposurc, ENU is cnpnble of a constnnt 
induction of SCE-2 and SCE-3 by cxposure in thc first division 
or even two cell cycles prior to the first division. This could 
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be interpreted as ENU induction of Jong-lived lesions in 
unsubstitutcd DNA. Thcre is carlicr cvidence oí persisten! 
DNA lcsions imluccd by ENU thut are rclntcd to SCE produc­
tion. Proof of such un event was obtained in unsubstitutcd 
DNA during G 1 in salivury glnnd cells (Gonz¡llcz-lleltrfü1 and 
Moralcs-Rumírcz. 1999) und f'or cven longcr pcriods in murinc 
pcripht.'ral blond and spleen lymphocytes (Tuckcr et al .. 1986), 
as wcll as in bonc mnrrow cclls (Charles el al .. 1986). The 
ul'orcmcntioncd duta obtaincd in bonc marrow cclls imply that 
bcsidcs bcing pcrsistcnt, ENU-imluecd lcsions arc.capublc of 
transccnding cell division. However, thc elata presented hcrc 
dcmonslratc thc induction or a ncarly constant frequency of 
SCE in cach ol' the thrcc succcssive divisions. Thc fact that 
the damagc induced in thc unsusbtitutcd DNA strnnds wa~ 
ablc tn cause SCE cvcn l'nur or livc ccll cycles lutcr is relcvall! 
to thc biologi<:al mcaning of thc SCE phcnumcnon. Thc topic 
of lcsions causing SCE several divisiuns later is intercsting 
hccau"'· bcsidcs ils associntion with cunccr (Marginson ami 
Klcihucs, 1975), it lms husic implications worlh mcntioning. 
'fhe most impnrtant ones are that the original lesion must be 
<:ompntible with DNA cluplication und thnt a secondary lcsinn 
111ust be produccd (Kainu uncl Aurich. 1985). A sccondury 
lesion capablc of inducing SCE in a subsequcnt division could 
be nn uttractivc nlternativc, but there renrnins thc problem of 
hnw tu explain thc persistcncc or cvcn the incrcusc in SCE 
frcqmmcy over scvcrul divisions. 

With regard to tbis point, it wus shnwn that agcnts thut 
inhihit DNA mcthylation are thc only emes so fnr rcporled thut 
cause un inhcritnblc incremcnt in SCE which rcmuins cunstunt 
in subsequent divisions (Pcrticone et c1/., 1997; Albanesi et al., 
1999). Although thc mcchnnism is not known, it has beco 
'uggcstcd tlmt SCEs are ussociatcd with DNA dcmethylation 
by increa~ing misligation, due to a dccreased ability of DNA 
polymcrnse to discriminntc between thc parental nnd ncwly 
synthcsized strands. In thc case of ENU. tlw constunt induction 
of SCE in subscquent divisions could be produccd by thc 
indircct dcrncthylation nf DNA causcd by thc rcmoval of 
111cthylatcd cytosincs during rcpuir. lf this prnccss of SCE 
induction can be gcncrulizcd to other alkylating agcnts, thc 
füct is rclcvunt because DNA mcthylntion has beco rcluted to 
scvcrnl cvcnts, such as regulation ni' gene cxpression, ccll 
diffcrcnliation. 11ging, cte. (Holliday. 1985; Jnnes and Vngt, 
2000). Bccnuse the analysis of SCE induction hy dcmcthylnting 
agc111s was carricd out using thc usuul two-tone prntocnl, it 
would be importunt to determine actual .SCE induc·tiun during 
euch ccll cyclc and thc rnunncr in which subsequent Br<IU 
substitution 11rfccls this induction using thc protocol cmploycd 
in thc prcsctll study. 

Thc conclusions rcganling the relationship bclwccn SCE 
induction ami repair of DNA lcsions involvcd in this proccss 
in subscqucnt divisinns are as follows: (i) SCE induction by 
ENU is mainly cxprcsscd in thc dívision in which lhc cxposurc 
occun;, indicating tlrnt Jcsinns nrc rcpaircd bcforc the sub­
scqucnt divisinn: (ii) ENU docs not cause lcsions capnblc of 
inducing SCE at the sume sitc in suhscqucnt divisions in 
BrdU-substitutcd DNA, indicating that they are repaired as a 
conscqucnce of SCE or during the subscqucnt ecll clivision: 
(iii) ENU givcs risc to long-Justing induction of SCE in 
unsubstituted DNA. producing a nearly constant increusc cven 
tivc cell divisions uftcr cxposurc. an cvcnt which could 1101 be 
cxplaincd by DNA lcsions, but by DNA dc111cthyl11tion, i.c, 
caused during rcpair. 

SCR mcchanlsms ond llNA duplkutiun 

E.ffect of BrdU i11co171oratio11 i11to DNA 011 the i11d11ction mu/ 
per.1"i.1·1e11ce of SCE-elic:iti111: lt'.l'io11s 
Thc use ol' BrclU simplificd uml pcrmitted accurutc scoring ol' 
SCE, but it hus introduced uncenainty regarding the effect of 
incorporating this annlog on SCE induction by mutagens. The 
rcsults ol' thc prcscnt study, as ol' nur curlicr investigntinns 
using the TWDS protocol, clearly indicate that BrdU incorporu­
tinn into DNA increases thc scnsitivity of cells to SCE 
induction by cxposurc to mutugcns (Mornles-Rnmírcz «t al .. 
1990, 1992, 1995) and tbat there is a dircct rclationship 
between thc numhcr ancl degree of BrdU substitutions in the 
strands anti thc frcquency of SCE. llnlU incorporntion pluys 
:111 important role in the scnsitivity of cclls tu SCE induction 
by ENU, parlicularly in lcsions of immedi:tte exprcssinn. 
Mitomvcin C m1d UrdU substitutinn have shmvn an mlditivc 
effect 

0

011 SCE induction, yet cvidcncc hus bccn reponed 
thal BrdU also 'cnsitizc,; DNA to the effocts of mutagens 
(Schvai1zmun and Ticc, 1982: Morgun and Wolff, 1984: 
Gnm::ílcz-Bcltr:ín ami Morales-Ramfrez. 1999). In contras!, an 
inhibitory effcct of BrdU substitution was repurted l'ur MNNG 
(Pope se u et al., 1980) and for MMS (Ockcy, 1981 ). With 
respect to ENU in particular, n recen! rcport indicatcd thut 
llrdU incorporation scnsitizes DNA to thc imluction of SCE 
by ENU in salivury gland cells, hnwcvcr, these lesions were 
crricicntly rcpuirccl during O 1 (00111.úlcz-Bcltnln and Mnnilcs­
Rumírcz, 1999). Thc mcchanism oJ' BrdU sensitizution has not 
been established, but it is probnbly related to rcaction of 
ENU with thc udditinnul nucleophilic sitc rcprcscnted by the 
brominc utom. 

Although thcrc seems to be :1 direcl rclalionship between 
SCE induction by ENU and 13rdU incorpnrntion, it was possiblc 
to infcr that ENU is ablc tll induce SCE in thc BrdU­
unM1bstitotcd strnnd. This refutes thc idea that BrclU is respons­
iblc for ali SCE induction by thc agcnts. 

Thc conclusions with rcspcct to thc cffcct of BnlU incorporn­
tion on thc cxprcssion of lcsions as SCE are as foilows: ( i) 
ENU induces SCE in BrdU-unsubstituted DNA; (ii) BrdU 
incorporation into DNA incrcases the sensitivity to SCE 
indu<:tion hy ENU nnd this sccms to be dircctly proportional 
to BrdU substitution; (iii) ENU incrensed SCE in BrdU­
substitutccl chrornosomcs slightly but significantly, even whcn 
thc trcatmcnt occurrcd bcforc BrdU incorporution. 
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