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ABREVIATURAS 

AA Agentes Alquilantes 

ADN Ácido desoxirribonucleico 

ARN Ácido ribonucleico 

AGT 06 Alquilguanina ADN alquiltransferasa 

AMMN Acetoximetil-metilnitrosamina 

BER Reparación por Escisión de Bases 

BrdU 5-Bromo-2-desoxiuridina 
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ENU N-Etil-N-Nitrosourea 

EMS Etil metanosulfonato 

HCI Ácido clorhídrico 

H20 Agua 

HR Reparación por recombinación homóloga 

ICHs Intercambios Entre Cromátidas Hermanas 
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KCI Cloruro de potasio 

KH2 P04 Fosfato de potasio monobásico 

3-MeA N3-metiladenina 

3-MeG N3-metilguanina 

Me-Lex Metil-Iexiprosin 

MGMT 06-metilguanina metil transferasa 

MMR Reparación por error de apareamiento 

MMS Metil metanosulfonato 

MNNG N-Metil-N-Nitro-N-Nitrosoguanidina 

MNU N-Metil-N-Nitrosourea 

NMUR Nitrosometil uretano 

Na3C6Hs07 2H2O Citrato de sodio 

NaCI Cloruro de sodio 

NaHC03 Bicarbonato de sodio 

NHEJ Reparación por recombinación no homóloga 
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NaH2P04 Fosfato de sodio monobásico 

Na2HP047H2O Fosfato de sodio dibásico heptahidratado 

NaOH Hidróxido de sodio 

N7-MeG N7 -metilguanina 

NER Reparación por escisión de nucleotidos 

06-EtG 06-etilguanina 

04-EtT 04-etiltimina 

06-MeG 06-metilguanina 

04-MeT 04-metiltimina 

ROS Especies reactivas de oxígeno 

SSB Rompimientos sencillos en el ADN 
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1. RESUMEN 

En este trabajo se determinó la reparación de las lesiones inductoras de 

Intercambios entre Cromátidas Hermanas (ICH,) generadas en las células de la 

glándula salival de ratón, por el tratamiento con la N-Metil-N-Nitrosourea (MNU) , la 

N-Etil-N-Nitrosourea (EN U) , el Metil metanosulfonato (MMS) y el Etil 

metanosulfonato (EMS) en Gl temprana y tardía de la primera y la segunda 

división celular, es decir antes y después de que las células incorparon 5-Bromo-2-

Desoxiuridin'a (BrdU) en el ADN. Se incluyeron grupos testigo no tratados con 

mutágeno. 

Las células de la glándula salival repararon parcialmente las lesiones generadas 

por la MNU, el MMS y el EMS en la l ' división, y sólo las lesiones inducidas por la 

ENU y MMS fueron reparadas parcialmente en la 2' división. La ENU generó 

lesiones que no se repararon en la l ' división y las producidas por el EMS fueron 

poco reparadas en la 2' división. Los agentes metilantes generaron más ICH, que 

los etilantes. 

Se observó que la BrdU hace a la molécula del ADN más susceptible al daño 

generado por los agentes alquilantes que inducen la formación de los ICH, . Esta 

susceptibilidad se incrementó alrededor del 150% por el tratamiento con la MNU, 

la ENU y el MMS, en cambio para el EMS fue 3 veces menor. Se propone que el 

átomo electronegativo de este análogo de la timina podría funcionar como un 

centro nucleofílico con el cual reaccionan los compuestos electrofílicos. 
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2. INTRODUCCiÓN 

Los Intercambios entre Cromátidas Hermanas (ICH,) son manifestaciones 

celulares de rompimientos en la doble cadena con intercambio recíproco del ácido 

desoxirribonucleico (ADN) en sitios homólogos de las dos cromátidas de un 

cromosoma (Meschini y col., 1996). Este evento se puede presentar en cualquier 

célula eucariótica o línea celular que se encuentre en continua división y también 

en las que se pueda inducir la división celular. Los ICH, (figura 1) se han 

observado en una gran variedad de especies eucarióticas de plantas a insectos 

peces y mamíferos (Tucker y col., 1993). Las bases moleculares de formación de 

los ICH, no se conocen (Stephanou y col., 1996) aunque se han propuesto 

algunos modelos que tratan de explicar este fenómeno (Tucker y col., 1993). Si 

bien no hay argumentos que conduzcan a aceptar o rechazar un modelo en 

particular, el esclarecimiento de este mecanismo ayudará a entender su 

significado biológico. 

Figura 1. Foto micrografía de una célula de glándula salival de ratón en metafase 

no tratada con AA, la flecha indica un ICH,. 
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El ensayo de los ICH, se ha usado como un indicador sensible del daño 

ocasionado en el ADN de las células , cuando estas han sido expuestas a agentes 

mutagénicos o carcinogénicos físicos, químícos o biológicos (Perry y Evans, 1975; 

Nishi, y col. , 1984) ver figura 2. Se cree que es un proceso recombinacional que 

puede presentarse espontáneamente, o bien que se origina por lesiones en el 

ADN que persisten antes del período de síntesis del ADN (Wolff y col. , 1974; Kato, 

1980) o que incluso podrían originarse en la horquilla de la replicación (Painter, 

1980) como consecuencia de errores de la replicación del ADN. Se han oblenido 

evidencias d"e que este evento es también causado por la inhibición de la síntesis 

del ADN o de las enzimas involucradas en esle proceso (Rainaldi y Mariani, 1982). 

Recientemente se ha propuesto que los ICH, se forman principalmente por la vía 

de la recombinación homóloga (Sonada y col. , 1999; Dronkert y col. , 2000; Wang y 

col.,2003) . 

Por otro lado, no hay mucha evidencia sistematizada de que las células sean 

capaces de reparar las lesiones que originan los ICH, (Lambert y col. , 1984). Sin 

embargo estudios recientes muestran que algunas de las lesiones que han sido 

relacionadas con la formación de los ICH, pueden ser eliminadas por los sistemas 

de reparación de las células (Pegg, 2000; Mates y col., 1996; Engelward y col. , 

1998). 
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Figura 2. Foto micrografía de una cétula de la gtánduta salival de ratón en 

metafase tratada con AA, las flechas indican algunos ICH, . 

Se ha sugerido que las lesiones en el ADN que no fueron reparadas durante G 1 

podrían causar ICH, en la siguiente división (Mari moto, 1983), y si ellas 

trascienden el período de síntesis del ADN pueden causar ICH, en divisiones 

sucesivas (Morales-Ramírez y col. , 1984a, 1988, 1990, 1992, 1995a) a menos que 

fueran reparadas durante la subsecuente G 1. El estudio de la persistencia de las 

lesiones en el ADN es importante porque hay evidencia de que ésta podría estar 

relacionada con transformación celular y cáncer (Marginson y Kleihues, 1975). 

Estas lesiones podrían ser consideradas como eventos iniciales de la interacción 

de los carcinógenos con el AON y parecen ser un indicador de mutagénesis y 

carcinogénesis (Popescu y col. , 1981). 

2.1 Daño al ADN 

El daño al ADN no es evitable por completo, aunque hay un número de estrategias 

de defensa que minimizan el riesgo de que estas alteraciones sean permanentes. 
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Estos sofisticados sistemas de protección han sido altamente conservados por el 

proceso evolutivo (Hart y Frame, (996). 

El AON es blanco de muchos agentes endógenos y exógenos que lo dañan de 

diferentes formas, los principales tipos de daño ya se han revisado (Norbury y 

Hickson, 2001; Lees-Miller, 2004) de los cuales se pueden citar: a) despurinización 

hidrolitica es la pérdida de las bases púricas por incisiones en las uniones 

glicosídicas, lo cual crea sitios abásicos. Esto puede ocurrir espontáneamente 

debido a las condiciones fisiológicas de la célula, b) desaminación hidrolitica es la 

pérdida de los grupos amino de las bases, por ejemplo la citosina se transforma a 

uracilo, la 5 metilcitocina y la adenina a hipoxantina; lo anterior también puede ser 

debido a las condiciones fisiológicas de la célula, c) oxidación es la formación de 

especies de oxigenos muy reactivos como: el peróxido de hidrógeno (H,O, ), el 

radical súper óxido (0,-') y el radical hidroxilo (OH-); que reaccionan con el AON y 

son producto del metabolismo oxidativo. 

El daño oxidativoaltera las bases formando la 7,8-dihidro-8-oxoguanina 

comúnmente llamada 8-oxoguanina, ésta es una lesión más estable y frecuente en 

las purinas, también es altamente mutagénica porque puede aparearse 

erróneamente casi con igual eficiencia con la adenina y la citosina durante la 

replicación , produciendo transversiones GC:TA y TA:GC (Linhahl y Wood, 1999; 

Slupphaug y col., 2003); este daño también causa rompimientos de cadena 

sencillos y dobles; otra lesión que se presenta en las bases pirimidicas es la 5,6-

dihidro-5,6-dihidroxitimina también conocida como glicoles de ti mina, esta 

alteración bloquea la replicación del ADN lo cual es letal para las células, d) 

alquilación, las células vivas contienen una gran variedad de moléculas reactivas 

que pueden causar daño al AON y actúan como agentes genotóxicos. La mejor 

caracterizada es la S-adenosilmetionina, que es una molécula donadora de 

metilos para un número de procesos celulares de biometilación, cuya reacción es 

similar a un débil agente alquilante (Kleibl, 2002). 
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En trabajos recientes se ha sugerido que el origen más importante de la 

alquilación endógena en el ADN es la nitrosación bacteriana de aminoácidos y 

péptidos por la vía de la formación de óxido nítrico. También mutagénos potentes 

incluyendo las nitrosaminas y compuestos relacionados, bisulfitos e hidroxil­

aminas son sintetizados por los humanos como resultado de procesos metabólicos 

normales, a menudo en cantidades muy considerables. De particular importancia 

es el daño causado por compuestos alquilantes naturales y sintéticos presentes en 

alimentos, bebidas, tabaco, etcétera. Otra fuente la constituye la contaminación 

generada por las actividades humanas en la industria y/o la agricultura y por el 

tratamiento de enfermedades (Kleibl, 2002). 

2.2 Estrés Celular 

Los agentes que dañan al ADN estimulan una compleja respuesta celular que 

consiste de una cascada de señales de trasducción y activación de factores que 

inducen la expresión de muchos genes que están involucrados en funciones 

celulares tales como: reparación del ADN, cambios en la estructura de la 

cromatina en el sitio dañado, arresto del ciclo y muerte celular. El retraso o arresto 

de las células en la transición de las fases del ciclo de G 1 a S o de G2 a M, y la 

sobre regulación de las proteínas involucradas en la reparación, esta determinado 

por los puntos de control del ciclo celular, que modulan estas actividades hasta 

que el daño al ADN se ha reparado (Rouse y Jackson, 2002; Yan y col., 2004). 

La célula está constituida por una batería de proteínas que funcionan como 

sensores y que se unen preferencial mente a ciertas clases de lesiones en el ADN 

como MutS, que se une a las bases erróneamente apareadas y el heterodímero 

Ku que se une a rompimientos de cadena doble (Rouse y Jackson, 2002). p53 es 

el regulador primario de G1 en células de humanos y de ratones que puede 

prevenir el inicio de la fase S; para evitar problemas de replicación del ADN 

dañado. Chkl parece ser el principal efector de G2 a M, así como también p53, 

que retrasan la transición de las células a mitosis, preservando la oportunidad de 
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usar la reparaclon por recombinación y reducir la posibilidad de segregación 

errónea de pequeños fragmentos de cromosomas (Aguda, 1999; McGowan, 

2003). 

Después de la acción de los sensores se activa el sistema de los trasductores 

(compuesto por una cascada de proteincinasas) los cuales amplifican y 

diversifican las señales que transducen a las moléculas efectoras de la respuesta 

del daño al ADN (Yan y col., 2004) . 

Los AA monofuncionales una vez activados también inducen diversos aspectos de 

estrés celular severo incluyendo: aberraciones cromosómicas, intercambios entre 

cromátidas hermanas y otros efectos, que se analizaran más adelante. Agentes 

tales como: la acetoximetil-metilnitrosamina (AMMN), el nitrosometil-uretano 

(NMUR) , el MMS, la MNU y la N-Metil-N-Nitro-Nitrosoguanidina (MNNG) inducen 

un programa específico de expresión génica que se conoce como respuesta al 

estrés celular, la cual es activada comúnmente por una variedad de factores 

ambientales como agentes químicos carcinógenos y radiación ultravioleta. Este 

programa incluye activación de la actividad JNKlSAPK y p38 requerida para la 

activación trascripcional de los genes e-los y c-jun para los cuales se ha propuesto 

que son requeridos en la defensa celular contra agentes genotóxicos como la 

radiación ultravioleta (Wilhelm y col., 1997; Wichmann y col., 2003). 

La proteincinasa mitogeno-activada (MAPKs) realiza un papel central en la 

transmisión de las señales inducidas por el estrés, estimulando a blancos 

celulares específicos causados por los agentes genotóxicos. Los estudios indican 

que se inducen dos subclases de estas cinasas p46/54 JNKlSAPKs y p38, la 

proteincinasa JNK (proteincinasa Jun N-terminal), que también se conoce como 

SAPK (proteincinasa estrés-activada) y otra proteincinasa reguladora de la señal 

extracelular (ERK) son los tres miembros principales de la familia MAPK. Una de 

las reacciones primarias de la célula en respuesta al tratamiento con los agentes 

metilantes y el estrés celular es la activación del proto-oncogene c-jun que es 
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miembro de una familia de multiproteínas que ha sido implicado con un número de 

señales de trasducción asociadas con: el crecimiento celular, diferenciación, 

excitación neuronal y estrés celular. Además se considera que también se 

requiere para la defensa celular contra toxicidad (Wilhelm y col. , 1997). 

El MMS y MNNG, son potentes activadores de la actividad JNKlSAPK y p38, la 

cual esta muy relacionada con que ambos compuestos tienen una afinidad muy 

similar por los sitios nucleofílicos. En tanto que la ENU otro mutágeno estudiado 

por estos autores ataca a sitios nucleofílicos diferentes, por lo que los productos 

de la alquilación difieren de los agentes metilantes mencionados. Sin embargo la 

ENU fue incapaz de activar la actividad JNKlSAPK (Wilhelm y col., 1997). 

Los compuestos AMMN, NMUR y MNU estimulan la activación de ERK, aunque 

estos tres compuestos inducen la Q5-MeG los resultados indican que no hay una 

relación entre los niveles de formación de este aducto y los niveles de activación 

de MAPK (Wichmann y col., 2003). 

Se ha propuesto que probablemente el MMS metila directamente las proteínas 

implicadas en la señal de trasducción como MEKK1, PAKs, Cdc42, Rho y/o Rac1, 

y de esta forma las activa cambiando su conformación (Wilhelm y col., 1997). 

Las especies sobreviven y se reproducen bajo un amplio rango de condiciones 

ambientales debido a su habilidad para adaptarse. Por ejemplo los cambios 

adaptativos suceden cuando los organismos son expuestos crónicamente a: 

ácidos, privación de alimento, calor excesivo, radiación , daño por estrés, ejercicio 

físico y otros más. Aunque los estresores son muy diferentes amenazan el 

potencial reproductivo de las especies, sin embargo su habilidad a normalizar 

estos eventos ha proveído a algunas especies de ventajas selectivas. Aunque 

también los cambios adaptativos a menudo ocurren a largo tiempo y este proceso 

puede alterar el comportamiento, la reproducción, la susceptibilidad a las 

enfermedades y la vida (Hart y Frame, 1996). 
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2.3 Estrés Oxidativo 

El estrés oxidalivo es un estado en el cual las especies reactivas de oxígeno 

(ROS) también conocidas como radicales libres, exceden la capacidad del sistema 

de defensa antioxidante en células y tejidos causando daño a las biomoléculas 

como lipidos, proteínas y ADN (Slupphaug y col. , 2003; Wilson 3rd y col. , 2003) . 

Estas ROS lales como el peróxido de hidrógeno, súper óxido y radicales hidroxilo 

son productos intermediarios del metabolismo del oxígeno dentro de las células en 

todos los organismos aerobios. Este proceso se realiza en milocondria donde la 

cadena respiratoria combina oxígeno y electrones generando esencialmente 

energía (ATP) (Hagen y col., 1999; Wilson 3rd y col., 2003). Se han identificado 

más de 20 diferentes tipos de daño a las bases después de la exposición al estrés 

oxidalivo (Slupphaug y col., 2003). Sin embargo cuando este daño es transitorio y 

moderado, no es lelal y los radicales pueden ser desintoxicados dentro de pocas 

horas, por esto el concepto de "eslrés oxidalivo." (Morel y Sarouki , 1999). 

El ataque oxidativo por radicales OH a las desoxirribosas permite la liberación de 

bases del ADN, generando rompimienlos de cadena y sitios abásicos que 

representan uno de los mayores daños causado por ROS. Sin embargo estas 

alteraciones son corregidas por dos líneas de defensa que poseen las células, la 

primera la constituyen las enzimas antioxidantes como: las súper óxido 

dismutasas, las glutatión peroxidasas y calalasas; así como lambién moléculas 

antioxidantes de bajo peso molecular como las vitaminas A y E, el ácido ascórbico 

y glutatión. La segunda línea de defensa son los mecanismos de reparación del 

ADN: escisión de bases (SER), por error de apareamiento (MMR), recombinaci6n 

homóloga (HR), recombinaci6n no homóloga (NHEJ), genoma global (GGR), y 

transcripción acoplada (TCR) (Slupphaug y col., 2003). Las lesiones sencillas 

causadas por oxidación de las bases son eliminadas esencialmente por el sistema 

SER mediante las glicosilasas y en procesos más complejos que involucran 

lesiones que contienen oligonucleótidos son reparadas por escisión de nucleólidos 

(NER) (Cooke y col., 2003). 
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BER es la principal rula de remoción de lesiones del ADN endógenas que causan 

distorsiones menores a la doble hélice (Lindahl T., t 993). También es requerida 

para reparar tipos de daño a las bases similar al causado por agentes 

ambientales, tales como alquilación de nitrosaminas y de radiación ionizante. El 

daño de origen endógeno incluye el causado por procesos hidrolíticos, tales como 

la desaminación de la citosina, adenina y guanina; la pérdida hidrolítica de bases 

(principalmente purinas) , y la oxidación (Slupphaug y col. , 2003). 

La apoptosis funciona como otra estrategia de las células para minimizar el daño 

(Steller, 1995). Este proceso puede ser estimulado en algunos tipos celulares 

como respuesta al estrés celular, sin embargo este evento no ha sido bien 

estudiado en el contexto de la toxicología porque los bioensayos se han enfocado 

tradicionalmente sobre un rango de dosis altas; donde la necrosis celular es la 

medida patológica común (Hart y Frame, 1996). El estrés oxidativo tiene una 

fuerte influencia sobre el ciclo celular en algunos tipos celulares de mamíferos, en 

los que se observó que concentraciones macromoleculares de peróxido de 

hidrógeno (que no inducen apoptosis) indujeron arresto temporal y alargamiento 

del ciclo celular (Morel y Barouki, 1999) 

La apoptosis no sólo es importante como mecanismo de defensa, sino que 

también es esencial para conservar constante el número de células en los tejidos, 

porque opera dentro del rango que es consistente con homeostasis lo cual es 

benéfico (Hart y Frame, 1996). 

Cuando cambian las condiciones ambientales a menudo se estimula la respuesta 

de las proteínas del estrés a nivel celular e involucra la estimulaci6n de la 

reparación del ADN, cambios del ciclo celular, y muerte celular programada para 

eliminar las células dañadas (Hart y Frame, 1996). 

2.4 Agentes Alquilantes 
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Los agentes alquilantes (AA) representan un grupo grande de compuestos que 

difieren en sus reacciones químicas y que causan diversos efectos biológicos en 

los organismos vivos, entre esos se incluyen: reparación de ADN , inducción de 

mutaciones, carcinogénesis, clastogénesis, muerte celular, arresto del ciclo celular 

y teratogénesis (Kleibl, 2002; Margison y Santibáñez-Korev, 2002). Estudios 

recientes han demostrado que los agentes metilantes también pueden estimular 

señales de trasducción lo cual puede afectar el destino y la función celular 

(Wilhelm y col. , t 997). 

Los AA son compuestos electrofílicos (deficientes en electrones) capaces de . 

reaccionar con átomos ricos en electrones (sitios nucleofílicos) que se encuentran 

en las moléculas biológicamente importantes ADN, ácido ribonucleico (ARN) y 

proteínas, a las cuales se unen covalentemente (Carlson, 1990). Durante este 

proceso se realiza la transferencia de los grupos alquilo de los AA, a los diferentes 

sitios nucleofílicos de los ácidos nucleicos, originando con esto una variedad de 

lesiones a las bases y los fosfotriésteres (Beranek, 1990), los aductos formados 

son numerosos y están ilustrados en la figura 3. Se ha sugerido que esta reacción 

de sustitución nucleofílica es mediante la formación de un ión alquilcarbonio 

intermediario el cual rápidamente reacciona con los sitios nucleofílicos para 

producir la alquilación (Valanis y col., 1994). Si esta reacción sigue el primer orden 

de la cinética, la velocidad de la reacción depende sólo de la concentración del 

agente alquilante (electrófilo) y es independiente de la concentración del sustrato, 

proceso que se conoce como mecanismo SN1, o bien , que las reacciones sigan el 

segundo orden de la cinética y dependan de las concentraciones del agente 

alquilante y de la nucleofilicidad del sitio con el cual reaccionan; a este proceso se 

le llama mecanismo SN2 (Hemminiki, 1983; Hemminiki y Ludlum, 1984). 

Agentes como las nitrosoureas que siguen reacciones del tipo SN 1, son aptas para 

sustituir los átomos de oxígeno del ADN y esterificar los grupos fosfato de la 

cadena polinucleotídica (Singer, 1976). Los agentes alquilantes que reaccionan 
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por el mecanismo SN2 tienen una alta preferencia hacia los sitios más 

nucleofílicos, tales como el N7 de la guanina (Hemminiki, 1983). 

El grado de reacción de los agentes alquilantes por uno u otro mecanismo está 

definido por la constante de Swain-Scotl, que permite comparaciones de la 

reactividad química de varios agentes alquilantes y también compara la reactividad 

del agente con la reactividad del ión hidróxido (Swain y Scott, 1953). En el 

mecanismo SN1 al incrementar la reacción también aumenta la reactividad hacia 

los átomos oxígeno, mientras la tendencia a reaccionar vía mecanismo SN2 

disminuye. 

Los compuestos químicos con una potencia carcinogénica alta tienen una baja 

selectividad nucleofílica y por lo tanto actúan a través de alquilaciones de los 

átomos de oxígeno. Estos agentes como la MNU y la ENU, tienen una constante 

de Swain Scott (s) baja 0.42 y 0.26, respectivamente comparada con los 

metanosulfonatos como el MMS y el EMS que es de 0.83 y 0.67 respectivamente 

(Beranek, 1990). Así la proporción 0 ' -/N7-alquilguanina decrece si incrementa s 

como los agentes MMS y EMS (Vogel y Nivard, 1994). 

Al comparar la eficiencia para reaccionar con el átomo O' de la guanina de los 

agentes del tipo SN1 como la MNU se observó que este AA fue 100 veces más 

eficiente que el MMS (Bignami y col. , 2000). 
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Figura 3. Principales silios de alquilación, tomados de Samson, (t 992). 

Desde el punto de vista biológico, la alquilación de los ácidos nucleicos es un 

proceso particularmente importante, ya que los agenles alquilanles bajo ciertas 

condiciones inlroducen modificaciones en todos los átomos oxigeno y nitrógeno de 

las bases nitrogenadas (Singer, t 976); generando una variedad de aduclos entre 

los cuales están , la 0 2-etillimina (02 EtT) que parece ser una lesión mutagénica 

responsable de transversiones A:T a T:A en un 47% (vanZeeland y col., 1995). 

La 0 6-alquilguanina es considerada como una de las lesiones premutagénicas 

más importantes que se originan por compuestos carcinogénicos y 

quimioterapéuticos tales como: nitrosaminas, nitrosoureas y compuestos 

relacionados. Esta lesión en particular, tiene una importante acción citotóxica y 

participa significativamente en mutagénesis y carcinogénesis (Loveless, 1969). La 

OS-metil guanina (O' -MeG) es una lesión en el ADN menos abundante, alrededor 

del 8 % de las metilaciones son causadas por este aducto (Beraneck, 1990), no 

obstante lo anterior es la que causa mayor muerte celular por apoptosis (Kaina y 
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col., 1993; Tominaga y col., 1997; Meikrantz y col., 1998) y también es 

recombinogénica (Zhang y col., 2000). 

La habilidad de la 0 6-MeG para aparearse con la ti mina en lugar de la citosina 

durante la replicación es responsable del incremento en la frecuencia de 

mutaciones por transición después del tratamiento con los AA. El apareamiento 

erróneo de O' -MeG:T en el primer ciclo de replicación, promueve las mutaciones 

por la transición G:C a A:T en el segundo ciclo de replicación (Loechler y col., 

1984; Kawate y col. , 1998; Kaina y Christmann, 2002; Kleibl, 2002). Estas se 

originan en los sitios donde se formó la 0 6-MeG después de dos ciclos de 

replicación (Margison y Santibáñez-Koref, 2002). Lo último propicia la formación 

de lesiones secundarias que interfieren con la subsecuente ronda de replicación, 

dando lugar a rompimientos de cadena dobles, lo cual ha sido demostrado 

experimentalmente en células MGMT-/MMR+ (Ochs y Kaina, 2000) estos 

rompimientos preceden al evento de apoptosis. 

Las mutaciones se originan cuando la AON polimerasa encuentra la O' -MeG, 

dando lugar a un apareamiento erróneo de O' -meG:T en el primer ciclo de 

replicación, si la 0 6-MeG no es reparada antes de la replicación por una proteína 

metil transferasa (MGMT) origina la mutación por la transición G:C a A:T en el 

subsecuente ciclo de replicación . La 0 6-MeG genera un efecto citostático por la 

vía que involucra el sistema de reparación MMR como se muestra en la figura 4 . 

Este tipo de mutación es la que predomina por el tratamiento con agentes 

metilantes (Singer y Essigmann, 1991). Sin embargo la O' -MeG es capaz de 

aparearse con la citosina en cuyo caso no produce mutación (Kleibl, 2002) 

Estudios previos demostraron que el apareamiento 0 6-MeG:C es más estable ya 

que se establecen dos puentes de hidrógeno en un alineamiento bamboleante y 

en el apareamiento de 0 6-MeG:T las uniones de hidrógeno son mucho más 

débiles y permiten el acomodo en una geometría más consistente (Basu y 

Essigmann, 1990). 
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Figura 4. Ruta del daño al AON generado por agentes metilantes y reparación, 
tomado de Kleib, (2002). 

Los efectos tóxicos (que pueden afectar la viabilidad celular pero no bloquea la 

replicación) y recombinogénicos de la 06-MeG los determina la acción del sistema 

de reparación postreplicativa por error de apareamiento (Kaina y Christman, 

2002). 

La 04-alquiltimina, es otro aducto importante que puede aparearse erróneamente 

con la base guanina y propiciar la transición A:T a G:C (Swann, 1990) lo cual 

puede ocasionar mutagénesis y carcinogénesis (Saffhill y col., 1985). Sobre la 

base de que esta lesión es potencialmente mutagénica y que es más persistente 

que la 06-MeG, es posible que ésta sea biológicamente tan significativa como la 

06-MeG o aún más (Encell y Loeb, 1999). 

Otras lesiones biológicamente importantes son las N-alquilpurinas que son 

altamente citotóxicas y clastogénicas. Producen aberraciones cromosómicas y 

eventos de recombinación que son visiblemente expresados como ICHs lo cual ha 
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sido materia de debate por algunos años (Kaina y col. , 1993). Entre estas lesiones 

se puede mencionar: la N7 -metilguanina (N7 -MeG), la N3 metiladenina (3-MeA) y 

la 3-metilguanina (3-MeG). La N7-MeG no es una lesión directamente 

premutagénica pero puede favorecer la despurinización espontánea a un pH 

neutro, debido a que sus uniones glucosídicas son muy lábiles, lo que origina 

sitios apurínicos que se pueden transformar en mutaciones si trascienden la 

replicación (Margison y O·Connor, 1981), por la inserción de una base equivocada 

(Michaels y col. , 1991). Esta lesión no interfiere con la replicación del ADN 

(Prakash y Strauss, 1970). 

La 3-MeA bloquea la síntesis del ADN in vitro y en células de ratón inhibe la 

replicación del ADN in vivo (Larson y col. , 1985; Engelward y col. , 1998). La 3-

alquiladenina también es una lesión potencialmente citotóxica (Klungland y col. , 

1992). 

2.5 Reparación del Daño al ADN 

Se han presentado evidencias que indican que las células para enfrentar a la gran 

variedad de lesiones que dañan al ADN cuentan con múltiples sistemas de 

reparación del ADN que operan con distintos mecanismos. Entre estos se pueden 

mencionar: reparación por escisión de nucleótidos (NER), reparación por escisión 

de bases (SER), reparación por apareamiento erróneo (MMR) y recombinación. 

Cada uno de estos mecanismos de reparación muestran especificidad para los 

sustratos, pero también hay evidencias de que éstos cubren parcialmente el daño 

generado en las células (Swanson y col. , 1999). NER, SER Y NER realizan la 

escisión de las bases dañadas; el principio de estos tres mecanismos es: 

reconocimiento del daño, eliminar la región alterada, insertar las bases nuevas 

para llenar la brecha y reunión de las secciones (Friedberg, 2003). 

La reparación prereplicativa de las lesiones OS-MeG, 04-metiltimina (04-MeT) y las 

alquilaciones en el átomo de nitrógeno causadas al ADN por los agentes 
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alquilantes, son reparadas básicamente por el sistema SER que elimina las bases 

alteradas por la acción de las ADN glicosilasas para varios tipos de daño al ADN y 

el sistema de reparación por la proteína alquil guanina transferasa (AGT) (Kleibl , 

2002). 

2.5.1 Reparación por Alquilguanina Translerasa 

El sistema AGT es el más simple y protege a las células de los efectos biológicos 

del aducto 06-alquilguanina, que incluyen toxicidad, mutación, aberraciones 

cromosómicas, ICH, y recombinación generados por los AA (Margison y 

Santibáñez-Korev, 2002). Este mecanismo también se le conoce como 0 6_ 

metilguanina ADN metiltranslerasa (MGMT). La alquilación del ADN en la posición 

0 6 de la guanina es un paso importante en la formación de mutaciones que 

originan cáncer, debido a la tendencia de la 06-metilguanina de aparearse con la 

timina durante la replicación (Loetchler y col., 1984). AGT realiza su función 

removiendo los grupos alquilo de la posiciones 0 6 de la guanina y 0 4 de la timina, 

y los transliere a un residuo interno de la cisteina de la misma molécula, ésta 

forma alquilada de la proteína es separada del ADN, y degradada por el sistema 

proteosómico. La reacción conduce a la irreversible inactivación de la proteína y la 

restauración de la guanina y timina en el ADN, por lo tanto esta reacción es libre 

de error (Pegg, 2000). La capacidad de reparación de este sistema puede 

depender de la cantidad de moléculas de la enzima alquiltranslerasa presentes en 

la célula (Kawate y col., 1998). 

El nivel de actividad de las enzimas alquiltranslerasas varía grandemente entre las 

especies, por ejemplo el hígado de ratón y de criceto tienen niveles de actividad 

más bajos que en ratas o humanos (Gerson y col., 1986). Los tejidos tienen 

dilerencias en el nivel de actividad AGT con relación al contenido de ADN; el 

hígado de ratón tiene la actividad más alta, la médula ósea y el bazo la más baja 

(Gerson y col., 1986). Por la misma situación la médula ósea elimina más 

lentamente los aductos 06-MeG (Valanis y col., 1994). Las células humanas y de 

20 



ratón tienen un solo tipo de MGMT que las protegen de los efectos mutagénicos, 

tumorigénicos y citotóxicos de los agentes SN1 (Kawate y col., 1998; Bignami y col., 

2000). 

La proteína AGT remueve los grupos metilos y más lentamente los etilos en la 

posición 0 6 de la guanina (Pegg, 1990). Las alquiltransferasas reparan 

eficientemente los aductos 0 6-EtG inducidos por la ENU (Liem y col., 1994), lo 

cual explica la baja incidencia de transiciones G:C a A:T en células expuestas a 

este agente . . 

La reparación del aducto O'-MeT es menos eficientemente que el 0 6-MeG. Una 

posible explicación a lo anterior es que el apareamiento entre las bases O'-MeT:A 

aumenta el grado de curvatura en el ADN lo cual podría ser responsable de la 

menor actividad de la MGMT sobre el O'-MeT (Encell y Loeb, 1999). 

El aducto en la posición O' de la timina es el más reactivo hacia la MNU, pero la 

presencia de alquilaciones en la posición 0 2 y N-3 inhibieron el reconocimiento y 

la reparación del O'-MeT (Encell y Loeb, 1999). En otro estudio se observó que 

esta lesión generada por AA etilantes contribuye a cáncer. Además hay 

certidumbre de que la alquiltransferasa de humanos puede reparar la O'-MeT, 

más lentamente que la 0 6-MeG (Gerson y col., 1994) . 

. Hay datos que sugieren que las células deficientes en reparación entran en 

apoptosis y también indican que la lesión 0 6-alquilguanina estimula el arresto de 

las células en la fase S del ciclo celular. Las lesiones 0 6-MeG que no fueron 

reparadas, pueden causar directamente a las células un arresto en la fase S por 

inhibición de la replicación del ADN o indirectamente por la activación de un 

mecanismo de control de la fase S y posteriormente sufren apoptosis (Meikrantz y 

col., 1998). Las líneas celulares deficientes en la actividad metil transferasa 

pueden morir por apoptosis después de un arresto en G2IS en el segundo ciclo de 

proliferación celular (Tominaga y col., 1997; Kawate y col. , 1998). No obstante lo 
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anterior la proteína MGMT elimina virtualmente el proceso de apoptosis, y se 

demuestra con esto que la Q' -MeG es una de las lesiones iniciadoras de este 

proceso aunque también es eficientemente reparada por la MGMT (Zak y col., 

1994). 

Recientemente se ha demostrado que células deficientes en actividad MGMT son 

más sensibles a la inducción de apoptosis que las eficientes, lo cual indica que la 

alquilación induce muerte celular por apoptosis y que la Q' -MeG actúa como un 

estimulador de esta respuesta tóxica (Kaina y col., 1997; Tominaga y col., 1997; 

Meikrantz y col., 1998). 

2.5.2 Reparación por Escisión de Bases (BER) 

El sistema de reparación BER es el protector más eficiente de las células de 

mamíferos, elimina pequeñas lesiones causadas en el ADN por AA y agentes 

oxidantes, desaminación, o pérdida espontánea de bases. Entre los aductos 

principales que causan alquilación se encuentran la N7-MeG, 3-MeA, 3-MeG. Este 

sistema opera por dos subrutas: el de parche corto que reemplaza un solo 

nucleótido y el de parche largo de 2 a 15 aproximadamente, ambas se inician por 

la acción de una ADN glicosilasa que hidroliza las uniones N-glicosídicas 

(Bernstein y col., 2002). 

El primer paso de BER es el reconocimiento y remoción del daño o de la base 

incorrecta. Las ADN glicosilasas remueven las bases dañadas o modificadas por 

hidrólisis de las uniones N-glicosídicas. En células de mamífero se han identificado 

11 diferentes glicosilasas agrupadas en el subgrupo tipo 1, que remueven las 

bases modificadas dejando un sitio apurínico y las glicosilasas del tipo 11 eliminan 

las bases y subsecuentemente realizan una incisión en el sitio apurínico por una 

actividad endógena 3' -endonucleasa, dando lugar a un rompimiento de cadenas 

sencillo (Christmann y col., 2003). Una ADN polimerasa ~ realiza la inserción del 

nucleótido tanto en el sistema de parche corto como largo. 
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El paso crítico en la decisión de cual de los dos sistemas realizará la actividad 

SER es la remoción de 5'dRP sobre la inserción del primer nucleótido. Además la 

actividad de polimerización de la polimerasa p que ejerce una actividad AP liasa y 

por lo tanto es capaz de catalizar la liberación de 5'dRP del sitio apurínico por 

eliminación p (Christmann y col. , 2003). 

El sistema de parche largo escisa y reemplaza los nucleótidos por las acciones 

combinadas de una ADN polimerasa S o E (aparentemente estimulados por la 

polimerasa P), del antígeno nuclear de la proliferación celular (PCNA), factor C de 

la replicación (RF·C) y una' endonucleasa (FENt) estimulada por PCNA, que 

remueve la estructura colgante (5'dRP) (Norbury y Hickson 2001). El paso de 

sellado lo realizan las ADN ligasas I y 111. La proteína XRRCC1 dirige 

específicamente la interacción de polimerasa p y la ADN ligasa 111. Para SER 

parche largo la brecha es probablemente sellada por la ligasa I (Norbury y 

Hickson, 2001). El sistema de parche corto no requiere de PCNA o FEN1 y usa a 

la polimerasa P y la ligasa 111 estimuladas por XRCC1 (Slupphaug y col. , 2003). 

Las células deficientes en la ADN polimerasa p son hipersensibles a los AA y 

responden con una alta frecuencia de apoptosis similar a la que dispara la O' · 

MeG (Kaina, 2003). 

2.5.3 Reparación por Escisión de Nucleotidos (NER). 

El sistema de reparación por escisión de nucleótidos (NER) es quizás el más 

flexible de los sistemas de reparación del ADN considerando la diversidad de las 

lesiones sobre las que actúa. Las más significativas son los dímeros de timina 

causados por la radiación ultravioleta. Otros sustratos de NER son aductos 

químicos abultados tales como aductos de benzo (a) pireno, enlaces cruzados 

intrabanda del ADN y algunas formas de daño oxidativo. Una característica común 

de estas lesiones es que causan una distorsión de la hélice de la doble cadena del 

ADN así como modificaciones en su composición química (Hess y col. , 1997). 
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Bioquimicamente este sistema es complicado, ya que en células humanas 

requiere de la acción de más de 30 proteínas que funcionan como un gran 

complejo llamado reparisoma Este proceso se realiza en varios pasos que 

incluyen: reconocimiento del daño, abrir la doble cadena del ADN alrededor de la 

lesión, una incisión en la cadena del ADN dañada, reparación por síntesis de la 

brecha y ligación de la banda (Friedberg, 2003) . . El fragmento removido es 

aproximadamente de 30 de nucleótidos de longitud. 

NER consiste de dos rutas distintas conocidas como reparación global de genoma 

(GGR) y reparación por trascripción-acoplada (TCR). La primera corrige el daño 

en zonas transcripcionalmente silenciosas del genoma y la segunda cuando el 

daño está localizado en regiones del genoma que están pasando por una 

expresión génica activa; el daño bloquea la elongación de la ARN poli me rasa. 

Estas dos subrutas son fundamentalmente idénticas sólo difieren en el mecanismo 

de reconocimiento del sitio dañado (Cline y Hanawalt, 2003). En el sistema GGR 

el reconocimiento del daño por radiación ultravioleta se efectúa mediante el 

complejo proteínico XPC/HHR23B, en tanto que TCR se auxilia con el complejo 

RPA-XPA, y se supone que ocurre cuando la maquinaria de la trascripción está 

instalada en el sitio de la agresión. Este mecanismo reconoce los enlaces 

cruzados generados con el tratamiento con cisplatino. Después la ARN polimerasa 

se desplaza para permitir el acceso de las proteínas de NER al sitio del daño 

(Christmann y col., 2003) . 

Cuando se ha realizado el reconocimiento del sitio dañado, el factor de la 

trascripción (TFIIH) es reclutado en este lugar y lo más probable es que esto se 

realice por el complejo XPC-HR23B. TFIIH ampara la actividad helicasa ejercida 

por la subunidad XPB y XPD lo cual es responsable del desenrollamiento del ADN 

alrededor del sitio dañado. La escisión de la lesión se realiza por una doble 

incisión: la 3' es realizada por el complejo XPG y la 5' por el complejo XPF-ERCCI. 

La brecha es llenada por una polimerasa Ii y el sellado por una ADN ligasa I 

(Christmann y col., 2003). 
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2.5.4 Reparación por Apareamiento Erróneo (MMR). 

La función de MMR es mantener la fidelidad del genoma reparando los errores de 

apareamiento generados durante la replicación y la recombinación . Los defectos 

en este sislema pueden desestabilizar al genoma y esto predisponer a tumores 

(Li, 1999). 

Este sistema es mejor conocido por su papel en la reparación postreplicativa de 

los errores de la polimerización del ADN, realiza la remoción de las bases 

erróneamente apareadas causadas por: desaminación espontánea e inducida, 

oxidación, metilación y errores en la replicación (Christmann y col., 2003). los 

principales sustratos de MMR son los apareamientos erróneos O'·MeG:T 

originados por lesiones inducidas por alquilación (Duckett y col., 1996), aductos 

generados por cisplatino, aductos de benzo(a) pireno así como 8·0xoG 

(Christmann y col., 2003), 

En Escherichia coli la bioquímica de MMR está bien definida, estas actividades se 

resumen en tres pasos: iniciación, escisión y resíntesis. El primero, es la detección 

del apareamiento erróneo de O'·MeG:T, o de O'·MeG:C por un homodímero de 

MutS, seguido de la interacción con un homodímero de Mutl, que'en presencia de 

ATP en la cadena sencilla activa la endonucleasa MutH, Esta última enzima incisa 

la cadena de ADN que lleva el error de la replicación, en la secuencia GATC más 

cercana localizada hasta 1·2 Kb de distancia en el apareamiento erróneo 5' ó 3', 

En E. coli la metilación del ADN es usada como una señal discriminatoria: MutH 

identifica la nueva cadena por su pérdida transitoria de la metilación dela adenina 

en el sitio GATC (Bellacosa, 2001), 

Después de la replicación de un ADN metilado sólo las cadenas parentales 

transportan los grupos metilo y es durante el período en el cual la cadena recién 

sintetizada espera la introducción de los grupo metilo, por esto se pueden 

distinguir las dos cadenas, lo cual en E. coli incluye a la proteína MutH unida al 
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sitio hemimetilado por el gene dam que codifica una metilasa cuyo blanco es una 

adenina de la secuencia GATCICTAG. El estado hemimetilado se utiliza para 

distinguir el origen replicado del origen no replicado, lo anterior no se ha 

observado en eucarióntes y la mayoría de bacterias (Modrich y Lahue, 1996; Marti 

y col. , 2002). Por estas características MMR es definido como un sistema metilo­

dirigido, postreplicativo o MMR de parche largo. Durante el paso de escisión , en 

presencia de la helicasa 11 (MutU), las exonucleasas de cadena sencilla Exo I 

(5'>3'), Exo X y RecJ (3'<5') remueven la muesca de ADN entre la incisión, el sitio 

GATC hemimetilado y el error de apareamiento. La resíntesis es mediante la ADN 

polimerasa 111, que une la proteína a la cadena sencilla, y finalmente la ADN ligasa 

sella la melladura (Bellacosa, 2001). 

El modelo anterior presenta un problema ya que si el rompimiento de cadena y el 

apareamiento están muy distantes ¿cómo los reconoce Mut'Sa? En otros estudios 

se ha planteado que el complejo MutSa-ADP reconoce y se une al apareamiento 

erróneo, esto dispara la transición ADP ... ATP que estimula la actividad ATP-asa 

(Berardini y col. , 2000). MutSa utiliza la energía ganada por la hidrólisis del ATP 

para tras locar a lo largo del ADN desde sitio de reconocimiento del apareamiento 

erróneo al sitio responsable de la señalización, que es muy probable que sea el 

del rompimiento de cadena sencillo (Christmann y col. , 2003).La escisión de la 

cadena del ADN que contiene la base mal apareada se realiza por la exonucleasa 

1 y la nueva síntesis por la polimerasa 8. 

En mamíferos el reconocimiento específico de MSH2-MSH6 (MutSa) y MSH2-

MSH3 (MutS~) es muy similar al correspondiente en levaduras, el primer complejo 

reconoce sustituciones de bases, y MutS~ es más específico para inserciones y 

delecciones (palombo y col., 1995; Marti y col., 2002). 

Si el apareamiento erróneo de la Q' -MeG con la T durante la replicación no se 

repara correctamente, puede procesarse por el sistema MMR lo cual estimula la 
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muerte celular por un mecanismo que aún no está bien caracterizado (Pepponi y 

col., 2003). 

La persistencia de 06-MeG en el ADN causa citotóxicidad en células deficientes 

en MMR, y también son más resistentes a los agentes metilantes, aunque estas 

células no expresen la actividad MGMT se acumula el daño en el ADN pero no se 

estimula la muerte celular. Por esta razón a este evento se le ha denominado 

"tolerancia" a la alquilación o metilación (Ochs y Kaina, 2000; Bellacosa, 2001). El 

papel de MMR en la tolerancia a la alquilación puede ser explicado por el 

reconocimiento y unión de 06-MeG y S6-MeG por hMutSa. Además ambas 

lesiones pueden incorporar erróneamente la T durante la síntesis del ADN, 

resultando 06-MeG:T y S6-MeG:T que son más eficientemente reconocidas por 

MMR, y efectivamente 06-MeG:T estimula la actividad ATPasa del heterodímero 

MSH2-MSH6. (Bellacosa, 2001). 

Los encuentros apuntan a la 06-MeG como la lesión crítica generadora de daño 

primario en el ADN y para reparar estas alteraciones es necesaria la activación 

eficiente de los sistemas MGMT (prereplicativo) y MMR (postreplicativo) los que 

determinarán el grado de muerte celular por la vía de un proceso de apoptosis y 

daño cromosómico (Meikrantz y col., 1998; Ochs y Kaina, 2000). El mecanismo 

por el cual este sistema induce apoptosis no está bien definido, aunque se ha 

formulado una hipótesis basada sobre observaciones con lesiones metilantes: 

durante el primer ciclo de replicación del ADN se produce el apareamiento de las 

bases 06-MeG:T o posiblemente O'-MeG:C; estudios in vivo demostraron que 

preferentemente el apareamiento se realiza con la timina (Loechler y col., 1984), lo 

cual causa la transición G:C a A:T después del segundo ciclo de replicación. Esto 

es reconocido por MutSa, un complejo de MSH2 y MSH6; posiblemente como 

parte del daño BASC, otros componentes del sistema MMR generan entonces una 

brecha grande en la cadena nueva replicada, la cual es llenada por reparación por 

síntesis otra vez se incorpora timina opuesta a la 06-MeG (Margison y Santibáñez­

Koref, 2002). 
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Estos eventos cíclicos pueden ocasionar rompimientos de cadena sencillos en el 

sitio donde está la 0 6-MeG, lo cual producirá rompimiento de cadena doble 

cuando se realice la replicación. Este erróneo apareamiento causa un defectuoso, 

repetitivo ciclo de MMR que puede llevar a críticas lesiones secundarias, 

rompimientos de cadena dobles, los cuales pueden finalmente desencadenar 

genotoxicidad y muerte celular por apoptosis (Kaina y col., 1997). 

El daño en el ADN puede ser reparado por escisión de bases o de nucleótidos. Sin 

embargo cuando la reparación por escisión no es eficaz o hay demasiado daño 

para ser reparado, el genoma de Ic;lS células está en riesgo de acumular un 

número grande de mutaciones. Bajo estas condiciones una célula puede escoger 

entre el suicidio o sobrevivir con muchas mutaciones en su genoma, el sistema 

MMR estimula a las células a cometer el suicidio. Esto junto con el papel de MMR 

en la fidelidad de la replicación y recombinación del ADN explica porque un 

sistema MMR defectuoso predispone a la célula a cáncer y porque las células con 

un sistema MMR deficiente son tolerantes a muchos agentes que dañan al ADN. 

Por lo tanto este sistema mantiene la integridad del gen ama por una dualidad de 

funciones: corrige el error de apareamiento generado durante el metabolismo del 

ADN e inicia la muerte celular por apoptosis cuando el daño al ADN no puede ser 

reparado (U, 1999). 

Estudios recientes indican que la resistencia adquirida a los AA de las líneas 

celulares de mamíferos que son deficientes en actividad metiltransferasa Mer, 

está asociada con la pérdida de la capacidad de reparación por error de 

apareamiento, a este fenómeno se le conoce como tolerancia a la metilación (Kat 

y col., 1993). Se ha propuesto que la acumulación de bases alquiladas en el ADN 

puede provocar una reparación por error de apareamiento frustrada, por lo tanto 

conduce a muerte celular. Las células Mer expuestas a AA mueren en la segunda 

vuelta de replicación del ADN (Tominaga y col., 1997) y esto es acompañado por 

un incremento de la frecuencia de ICH, (Rausouli-Nia y col., 1994). 

28 



La proteína humana MutSa reconoce eficientemente los pares de bases 0'_ 

MeG:C, O'-MeG:T y O'-MeT:A. (Duckett y col., 1996). El reconocimiento de 0'_ 

MeG por MutSa induce apoptosis (Hickman y Samson, 1999) y la pérdida de MMR 

confiere resistencia a los AA (Kat y col., 1993). 

2.5.5 Reparación de Rompimientos Dobles en el ADN. 

El daño espontáneo puede ser eficientemente reparado, pero si éste no se repara 

antes de que la célula progrese hacia la próxima etapa del ciclo celular, la 

naturaleza del daño se puede alterar y esto originará lesiones secundarias. Por 

ejemplo una célula que lleva en su gen ama un rompimiento de cadena sencillo 

(SSB) puede pasar a la fase de síntesis y esta lesión se transformará en una 

lesión secundaria que sería un rompimiento de cadena doble (DSB) en las 

cromátidas hermanas. Similarmente algunos tipos de bases covalentemente 

modificadas arrestan la replicación del ADN, causando huecos en las cadenas 

hijas que abarca el daño en la cadena molde. Además estudios en bacterias 

indican que ese bloqueo en la horquilla de replicación es activamente convertido a 

DSB (Sonada y col., 2001). 

Los DSB pueden originarse por diferentes conductos que incluyen: exposición a 

radiaciones ionizantes y compuestos químicos radio miméticos, interacción de la 

horquilla de replicación con rompimientos sencillos de la cadena molde; también 

endógenamente durante la replicación o como iniciadores de un proceso 

programado como recombinación e intercambio genético. Los DSB son potentes 

inductores de efectos genotóxicos (rompimientos cromosómicos e intercambios) y 

muerte celular, en eucarióntes superiores un DSB no reparado puede ¡nactivar a 

un gene esencial, lo cual es suficiente para inducir muerte celular por la vía de 

apoptosis, arresto permanente del ciclo celular, o muerte de células mitóticas 

causada por pérdida de material genómico (Christmann y col., 2003; Rothkamm y 

col., 2003). Si no es reparado correctamente, puede conducir a cáncer a través de 

translocaciones, inversiones, o delecciones (Rothkamm y col., 2003). 
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Se ha propuesto que las radiaciones ionizantes inducen delecciones en células 

arrestadas en G 1 o G2 y que estos eventos probablemente resultan de la 

inducción directa de DSB. En contraste con otros tipos de daño, tales como (SSB), 

radiación ultravioleta o alquilación del ADN que requieren de la replicación para 

convertir ese daño hacia sustratos recombinogénicos. Por lo tanto la reparación 

por HR probablemente es un efecto secundario del daño que inicialmente bloqueo 

la horquilla de replicación (Bishop y Shiestl, 2000) . 

Se han plan·teado dos rutas primarias para la reparación de los DSB las cuales 

dependen sobre la fase del ciclo en la que operan: la recombinación homóloga 

(HR) se efectúa sobre la fase S tardía y G2, este mecanismo opera principalmente 

en eucarióntes simples y el mecanismo unión de extremos no-homólogos (NHEJ) 

que ocurre principalmente en las fases GO/G1 y predomina en mamíferos, sin 

embargo es dependiente del ciclo celular (Christmann y col. , 2003). 

2.5.5.1 Recombinación Homóloga. 

La recombinación homóloga es un proceso de intercambio genético entre 

secuencias de ADN que son homólogas. Este proceso se ha observado de 

bacterias a humanos y evidencias recientes sugieren que la recombinación 

homóloga mitótica es esencial para la replicación fiel de células de vertebrados 

(Helleday, 2003). 

Durante la HA, el cromosoma dañado entra en contacto físico con una molécula 

de ADN no dañada con la cual compartirá secuencia homóloga y la usará como 

molde para reparar (copiar la información) . El proceso de la recombinación se 

inicia por un acortamiento nucleolítico del DSB en la dirección 5'-3' por el complejo 

MREII-RadSO-NBSI. El extremo 3' resultante es atado por un complejo 

heptamérico formado por proteínas RadS2, el cual lo protege contra la digestión 

exonucleolítica. RadS2 compite con el complejo Ku para unir los extremos del 

ADN, esto puede determinar si el DSB es reparado por HR o NHEJ. RadS2 
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interactúa con Rad5t estimulando los intercambios de la cadena de ADN, 

actividad de Rad51 (Christmann y col., 2003). 

La proteína humana Rad 51 es la homóloga de la recombinasa polimerasa RecA 

de E. col; que forma un filamento nucleoproteínico, éste' une la cadena sencilla y 

doble de ADN e interactúa con la molécula de ADN no dañada. En seguida Rad51 

cataliza los eventos de los intercambios de cadena con la cadena complementaria, 

por los cuales la molécula dañada invade la otra molécula no dañada de ADN 

dúplex, desplazando una cadena como un anillo en forma de D. En levaduras, 

Rad54 despliega los ADN de doble cadena dependiente de la actividad de ATPasa 

y usa la energía para el desenrollamiento del ADN de doble cadena, así se 

estimulan los intercambios de cadena del ADN. Estos eventos son influenciados 

por los otros miembros del grupo de proteínas RAD50 y por otros factores tales 

como RPA que se supone estabiliza a Rad51 mediante apareamiento del ADN por 

unión de la cadena de ADN desplazada. Después del reconocimiento del DSB e 

intercambio de cadena realizado por las proteínas Rad, las estructuras resultantes 

son resueltas por el intermediario de Holliday (Modesti y Kanaar, 2001 ; Jackson, 

2002; Christmann y col., 2003). 

2.5.5.2 Reparación por Unión de Extremos no-Homólogos (NHEJ) 

Este sistema une los dos extremos de un DSB y no es requisito que haya 

secuencia homóloga entre ellos, por lo mismo el apareamiento puede ser poco o 

estar ausente. En vertebrados este mecanismo consta de las proteínas Ku70 y 

KuBO que es un complejo que une los extremos rotos, forma un heterodímero que 

inicialmente se une al extremo del ADN de doble cadena para protegerlo de la 

acción de la exonucleasa, después Ku se asocia con la subunidad catalítica de 

ADN dependiente de la proteincinasa (ADN-PKcs) que tiene una actividad de 

endonucleasa y que abre la horquilla y otras estructuras que no pueden fácilmente 

ser reunidas; la ADN ligasa IV que funciona de manera conjunta con la proteína 

XRRCC4 realizan la ligación: La adición de los grupos fosfato es catalizado por la 
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cinasa (PNK). Las mutaciones en cualquiera de estos componentes pueden hacer 

a las células de los eucariótas más sensibles a la radiación. Algunos genes de 

estas proteínas están mutados en pacientes de enfermedades debidas a 

deficiencias en la reparación del ADN (Norbury y Hickson, 2001 ; Helleday, 2003). 

La proteína Rad 54 esta involucrada en la reparación de rompimientos dobles in 

vivo (Dronkert y col., 2000). 

2.6 Lesiones en el ADN que inducen ICH,. 

Se ha establecido que los agentes alquilantes actúan en varios sitios del ADN 

generando diferentes lesiones, algunas de las cuales pudieran estar vinculadas 

con la formación de los ICH,; ya que hay evidencias de que pueden ser más de 

una las lesiones que originan este evento (Painter, 1980; Swenson y col., 1980; 

Jostes Jr., 1981 ; Conell y Medcalf, 1982; Heflish y col., 1982; Morris y col., 1983; 

Vijayalaxmi y Evans, 1984) y estas son inducidas por diferentes agentes. 

Numerosos estudios señalan a la O'-alquilguanina como la lesión principal que 

origina la formación de los ICH, (Goth-Goldstein, 1977; Carrano y col., 1979; 

Swenson y col., 1980; Duncan y Evans, 1982; Wolff, 1982; Day y col., 1987; Kaina 

y col., 1991). 

Por otro lado la N7-MeG también parece ser responsable de la formación de los 

ICH, inducidos por la MNU (Conell y Medcalf, 1982), y por la ENU (Jostes Jr, 

1981). 

La 3-MeA es probablemente otra lesión generadora de los ICH, (Swenson y col., 

1980; Conell y Medcalf, 1982; Vijayalaxmi y Evans, 1984), así como también la 3-

etiladenina (Jostes Jr, 1981; Heflish y col., 1982). En un estudio en el cual se 

utilizaron células deficientes a la enzima 3-metiladenina ADN glicosilasa, se 

observó que fueron sensibles a la inducción de ICH, por el metil-Iexiproxin (Me­

Lex) y MMS, los autores observaron que los ICH, inducidos por el tratamiento con 
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Me-Lex fueron generados por la 3-MeA. La conclusión fue tomada sobre la base 

de que el Me-Lex induce 1000 veces más 3-MeA que O' -MeG (Engelward y col. , 

1998). 

Las etilaciones en los fosfodiésteres también son lesiones importantes en la 

generación de los ICH, (Painter, 1980; Heflish y cal., 1982; Vijayalaxmi y Evans, 

1984). Estas lesiones tuvieron mayor relación con la inducción de ICH, (Morris y 

col. , 1983). La ENU induce una alta proporción de etilfosfotriésteres, por lo cual se 

podría especular que cause la formación de ICH" sin embargo hay evidencias de 

que esta lesión así como la O' -etiltimina (O' -EtT) probablemente no están 

involucradas en la generación de los ICH, (Kaina y col. , 1993). 

Una fuerte evidencia a favor de la O' -MeG como lesión inductora de los ICH, fue 

que cuando el gene de la proteína AGT de E. cofi al expresarse en células de 

mamífero, aparentemente incrementó la habilidad celular para reparar la lesión 0'_ 

MeG, esto fue suficiente para reducir la sensibilidad celular a la inducción de ICH, 

por MNNG que es un eficiente generador de O' -MeG (Samson y col., 1986). 

Por otro lado, se ha intentado relacionar la efectividad que tienen la O' -MeG y 

algunas N-alquilaciones de las purinas (3-metiladenina y 3-metilguanina) para 

generar diversos efectos biológicos, con su capacidad para inducir ICH" pero 

estos estudios no han sido concluyentes (Kaina y col., 1991). Sin embargo hay 

una fuerte evidencia que involucra a la O'-MeG en mutaciones, muerte celular e 

inducción de ICH, que deriva de trabajos realizados con líneas celulares 

transgénicas (Kaina y col., 1991). La mayoría de los ICH, causados por el MNNG 

fueron generados por la O' -MeG y sólo alrededor del 10% por otras lesiones, 

similares resultados fueron encontrados para la MNU ya que también este aducto 

ocasionó la mayoría de los ICH, (Kaina y col., 1991), además de que ambos 

agentes inducen casi el mismo patrón de alquilación en el ADN (Beranek, 1990). 
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Otra evidencia que apoya a ta 0 6-MeG como tesión que produce los ICH, es el 

estudio realizado en células deficientes en reparación Me( A 1235 de glioblastoma 

humano, donde se demostró que se produce un intercambio por cada 42 lesiones 

0 6-MeG (Rasouli-Nia y col., 1994), estos autores concluyeron que esta lesión es 

muy recombinogénica. Lo que está de acuerdo con el significado biológico que se 

le ha asignado a los ICH, como la expresión de la reparación por recombinación 

homóloga (Sonada y col. , 1999). 

2.6.1 Formación de los ICH, 

Recientemente se han acumulado evidencias con relación a que los ICHs se 

originan de rompimientos de cadena sencilla persistentes en células que no los 

reparan, como son células deficientes en XRCC1 o Parp-1 las cuales mostraron 

un incremento en los niveles espontáneos de ICH, (Caldecott y col., 1992; 

Menissier de Murcia y col., 1997). Se ha reportado que los ICH, se forman 

principalmente por la vía de la recombinación homóloga (Sonada y col., 1999; 

Dronkert y col. , 2000; Helleday, 2003; Wang y col. , 2003). También se concluye 

que los genes requeridos para HR están también involucrados en promover los 

ICH, (Dronkert y col. , 2000). Además, nunca se ha observado un ICH después de 

la reparación de un rompimiento doble producto de la HR (Helleday, 2003). 

2.7 Efecto de la BrdU. 

Un aspecto importante en la metodología de los ICH, es el uso de la BrdU (5-

Bromo-2-desoxiuridina) que es un análogo sintético que sustituye a la base ti mina 

(Figura 5). En este proceso, el pesado átomo de bromo reemplaza al grupo metilo 

en la posición 5' de la timina. Cuando se realiza la replicación del ADN, este 

análogo 'puede ser incorporado en el sitio que ocupa la timina si se encuentra en el 

medio endógeno de la célula, por lo que cada cromátida hermana de un 

cromosoma contiene una cadena polinucleotídica ligera y una nueva cadena 

pesada con BrdU (Wolff y Afzal, 1996). 
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Figura 5. Fórmula de la BrdU 

La BrdU se ha empleado para la detección de los ICH" ya que cuando este 

compuesto se encuentra incorporado en el ADN permite la tinción diferencial de 

las cromátidas de los cromosomas (Wolff y Perry, 1974) , aunque también se ha 

observado que interfiere con la inducción de los ICH, incrementando la frecuencia 

de éstos, como es el caso del agente alquilante MNNG, o por agentes inhibidores 

de la replicación como la camptotecina (Popescu y col., 1980; Zhao y col., 1992) , o 

también reduciendo la frecuencia de éstos cuando las células se trataron con 

MMS (Okey, 1981 ). La BrdU no es un compuesto inerte; cuando está incorporada 

en el ADN produce susceptibilidad celular a la irradiación, aunque los mecanismos 

de este efecto no han sido completamente dilucidados (Djorjervic y Szybalsky, 

1960; Szybalsky, 1974). Uno de los efectos que tiene la BrdU es su capacidad 

para potenciar la acción de ciertos agentes quimioterapéuticos, como también de 

la radiación (Ackland y col., 1988; Mancini y col., 1999) e incrementa la 

susceptibilidad a la inducción de ICH, por agentes alquilantes (González-Beltrán y 

Morales-Ramírez, 1999), aunque los mecanismos de sensibilización al daño por 

agentes químicos no están entendidos claramente (Morris, 1991). 

2.8 F.rm.cocinétic. de los AA. 

Estos agentes se distribuyen rápidamente en todos los tejidos y no requieren de 

activación metabólica. Las observaciones realizadas en cuanto al tiempo de 
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duración de la vida media de las nitrosoureas reportan que es más corta que la de 

los metanosulfonatos (Swann, 1968; Swann y Magee, 1971). Las evidencias 

indican que la corta vida media de algunos AA es debida a su rápida reacción con 

las moléculas nucleofílicas incluyendo al agua y por lo tanto desaparecen 

rápidamente del sitio de administración (Sanderson y Shield, 1996). 

Además presentan vidas medias in vivo relativamente cortas de 5 a 8 minutos 

para la ENU y la MNU (Charles y col., 1986), y menos de una hora para el EMS 

(Murthy y col., 1984) o de 1.5 horas para el MMS (Swann, 1968). Estos 

compuestos son estructuralmente similares, aunque difieren en sus propiedades 

quimicas y patrones de alquilación . Las nitrosoureas tienen mayor selectividad por 

los átomos de oxigeno que los metanosulfonatos, la ENU reacciona más 

eficientemente con los átomos de oxigeno que la MNU y ambas funcionan 

mediante el mecanismo SN 1 (Beranek, 1990). El EMS y el MMS tienen mayor 

selectividad por los sitios más nucleofilicos como el N7 de la guanina. El MMS 

reacciona a través del mecanismo SN2, en tanto que el EMS lo realiza por un 

mecanismo mixto SN1 /SN2 (Beranek, 1990; Sega, 1984). 

En el presente trabajo se compara la potencia relativa para inducir ICH, por la 

exposición aguda de cuatro compuestos alquilantes modelo, los metanosulfonatos: 

MMS y EMS, y las nitrosoureas: MNU y ENU. Los cuatro son de acción directa y 

se distribuyen con cierta uniformidad en el cuerpo. 
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3. MARCO TEÓRICO 

3.1 Antecedentes 

La tinción diferencial de las cromálidas hermanas de un cromosoma involucra la 

sustitución de la base ti mina del ADN por la BrdU; las formas para administrar este 

análogo son diversas. Morales-Ramírez y col. (1984b) desarrollaron un método in 

vivo basado en la inyección intraperitoneal de BrdU adsorbida a carbón activado, 

para detectar el daño en el ADN que genera ICH, causado por mutagénos, en 

células de la médula ósea, glándula salival y espermatogonia. Las lesiones 

inducidas por mutagénos que no son reparadas antes de la replicación del ADN 

pueden ocasionar la producción de ICH, . Sin embargo la reparación de las 

lesiones relacionadas con los ICH, no ha sido ampliamente estudiada in vitro y 

menos in vivo por la diticultad de obtener células sincronizadas (González-Beltrán 

y Morales-Ramírez, 1999). 

En un estudio previo se desarrollo un método en células sincronizadas de la 

glándula salival de ratón que permite establecer la reparación del daño durante la 

fase G 1 del ciclo celular, el cual está basado en el empleo del isoproterenol que 

tiene la capacidad de inducir una división celular sincrónica por . cada 

administración (Morales-Ramírez y col., 1995b). 

3.2 Pregunta 

¿Pueden las células de la glándula salival de ratón reparar durante G1 las lesiones 

inductoras de ICHs causadas por agentes metilantes y etilantes monofuncionales? 

3.3 Hipótesis Alternativas 
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3.3.1 Las células de la glándula salival de ratón son capaces de reparar las 

lesiones causadas durante la etapa G 1 del ciclo celular, inducidas por el 

tratamiento con agentes alquilantes. 

3.3.2 Las células de la glándula salival de ratón no son capaces de reparar las 

lesiones causadas durante la etapa G 1 del ciclo celular, inducidas por el 

tratamiento con agentes alquilantes. 

3.4 Hipótesis de trabajo 

Dado que los ICH, ocurren en la etapa S del ciclo celular, las células pueden 

reparar el daño ocasionado al ADN durante G 1 evitando la formación de los ICH,. 

El tratamiento con AA en G 1 temprana permitirá a las células tener tiempo para 

reparar el daño causado en el ADN, en comparación con las células tratadas en 

G1 tardía. 

3.5Justificación 

Los AA estudiados son mutágenos y carcinógenos que dañan directamente al 

ADN. Durante G1 las células pueden corregir las lesiones mediante los sistemas 

de reparación, lo cual lleva a subsanar el daño antes de la etapa de síntesis y de 

esta forma mantener la integridad genética. El estudio en sistemas in vivo la 

reparación de esas alteraciones es un tema muy importante de la investigación 

toxicológica. Lo anterior justifica el empleo del sistema de la glándula salival como 

modelo para el estudio de las lesiones inducidas al ADN de las células, y si estas 

alteraciones pueden o no ser eliminadas por los sistemas de reparación. 

3.6 OBJETIVOS 

3.6.1 Objetivo Principal : 
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Determinar si las lesiones capaces de inducir los ICH, son reparadas durante la 

etapa G t del ciclo celular. 

3.6.2 Objetivos Particulares: 

3.6.2.1 

3.6.2.2 

3.6.2.3 

Comparar la eficiencia relativa para inducir ICH, de los agentes 

alquilantes: MNU. ENU. MMS y EMS . 

. Determinar si las células de la glándula salival de ratón reparan 

durante G 1 el daño en el ADN capaz de producir ICH" inducido por 

estos agentes alquilan tes in vivo. 

Determinar y comparar cuál es el efecto de la incorporación de la 

BrdU al ADN en la producción de daño por los agentes alquilantes y 

la reparación del mismo. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1 Protocolo. 

Las células de la glándula salival de ratón (de los grupos de ratones testigo y 

experimentales) se estimularon para iniciar la primera división celular sincrónica 

inyectando intraperitonealmente (300 ~g1g de peso) de isoproterenol en solución 

acuosa, la segunda división celular fue inducida a las 48 horas inyectando 

localmente isoproterenol (150 1'9/g de peso) en cada glándula salival ver (figura 6). 

Catorce horas después de la primera estimulación celular se administró 

intraperitonealmente una solución de BrdU-carbón activado (600 ~g BrdU/g de 

peso) en la primera división celular. A los grupos de ratones experimentales se les 

administró una dosis aguda de los mutágenos MNU (0.05 IlM/g de peso), ENU 

(0.2 I'M/g de peso), MMS (0.27 I'M/g de peso) y EMS (1.2 I'M/g de peso) 6.0 

horas Ó 13.5 horas (Gl temprana o tardía respectivamente) después de la primera 

o la segunda estimulación celular. Veintiocho horas después de la segunda 

estimulación celular se inyectó (subcutáneamente en el lomo del animal) 

colchicina 3.75 mglkg de peso, 3 horas después los ratones se sacrificaron por 

dislocación cervical. Se incluyeron sus respectivos grupos testigos no tratados con 

mutágeno. 
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I soproterenol BrdU Isoproterenol Colchicina 

Testigo 

O 14 48 76. 79 
1 a División Tratados 

Mutágeno 

G1 Temprana I I 
O 6 14 48 76 79 

Mutágeno 

G1 Tardía I I 
O 13.5 14 48 76 79 

2a División Tratados 

Mutágeno 

G1 Temprana I I 
O 14 48 54 76 79 

Mutágeno 

G1 Tardía 

O 14 48 61 .5 76 79 

Figura 6. Protocolo experimental con los tiempos de tratamiento de los cinco 
grupos de ratones: el testigo no tratado y los grupos tratados con agentes 

alquilantes en la G1 temprana y tardía de la 1 ª Y 2ª división celular. 

Los ratones utilizados en los experimentos fueron de la línea BALB/c de 30 g de 

peso, los cuales se mantuvieron en cajas de plástico bajo condiciones controladas 

de temperatura y períodos de luz y oscuridad. Éstos se alimentaron con croquetas 

de Purina para pequeños roedores yagua ad libitum. 

4.2 Preparación de las laminillas. 

Las glándulas salivales se disectaron y se les liberaron del tejido adiposo, así 

como de los ganglios que se encuentran asociados con éstas. Posteriormente se 

cortaron en pequeños fragmentos en solución salina balanceada. Se trataron con 

solución hipotónica (0.075 M), Y con fijador (3 partes de metanol y una de ácido 

acético) por 15 minutos, después se mantuvieron en refrigeración por 72 horas. 

Los fragmentos de tejido se disociaron en una gota de ácido acético al 60 % sobre 
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la superficie de una laminilla de cristal, en la cual quedó distribuida la suspensión 

celular. 

4.3 Tinción diferencial. 

La tinción diferencial de las cromátidas hermanas se realizó utilizando el método 

de fluorescencia más Giemsa (Perry y WOlff, 1974) modificado ligeramente por 

Gola y col. (1975). 

4.4 Análisis estadístico. 

Considerando que el método ulilizado para obtener las metafases no es muy 

eficiente para obtener completo el número de cromosomas por célula. Los ICH, se 

contaron en cuando menos 1200 cromosomas por ratón, que es el equivalente a 

30 células. Quince cromosomas fue el número mínimo contado por célula 

(Morales-Ramírez y col. , 1995b). La significancia estadística entre los grupos se 

determinó con la prueba t de student, usando el programa excel para computadora 

personal. 
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5. RESULTADOS 

5.1 Toxicidad de los compuestos 

En un esludio previo [as células de [a glándula salival de ratón fueron eslimu[adas 

con isoprolereno[ para enlrar en división celular, un a[lo porcenlaje de ellas 

pasaron por síntesis como se demoslró con autorradiografía (Mora[es·Ramírez y 

col., 1984b) aunque lambién se presentaron variaciones en [a proliferación celular. 

La estimulación con isoproterenol también se afectó con los tratamientos 

adicionales de [os mutágenos y [a BrdU. 

Debido a que [a división celular no fue muy homogénea entre [os animales 

lralados con isoprolereno[, [os estudios de toxicidad no se realizaron en e[ tejido 

de [a glándula salival. Además, de [o anterior es posible que haya presencia de 

otros tejidos asociados a estas glándulas, [o que puede afeclar en menor grado [as 

estimaciones para viabilidad celular. 

Para eslab[ecer [as dosis de [os agenles a[qui[antes que producen e[ efeclo 

deseado sin ser lóxica para [as células, se hicieron [os esludios de loxicidad en [as 

células de [a médula ósea, en cuyo caso se determinaron [os indicadores de daño: 

índice mitótico ([M) y tiempo de generación promedio (TGP). Las dosis 

encontradas no reportaron efectos importantes en [a viabilidad celular. Por [o que 

se tomaron éstas como referencia para ser empleadas en [as células de [a 

glándula salival de ratón. 

5.2 Inducción de ICH. por [a exposición a los AA en Gl temprana y tardía, 

Como se muestra en [a tabla 1, [a inducción de [os [CH, en [as células de [a 

glándula salival de ratón por [a exposición aguda con [os mutágenos: MNU, ENU, 

MMS Y EMS; fue estadísticamente significativa con respecto a sus testigos ' 

paralelos no tratados, tanto en [a etapa Gl temprana y tardía de [a primera, como 

43 



de la segunda división, es decir, antes o después de que las células incorporaron 

BrdU. 

Los ICH, inducidos por el tratamiento con la MNU durante la etapa G 1 tardía de la 

primera división, fue el doble de los inducidos en la Gl temprana, esta diferencia 

se dedujo cuando a las frecuencias de los grupos tratados, se restó la frecuencia 

de los ICH, de su testigo respectivo, esta diferencia fue estadísticamente 

significativa. Lo anterior indica que, hubo una eliminación del 50% de las lesiones 

inducidas en Gl tardía que generaron ICH" etapa durante la cual hubo 

oportunidad para que se repararan las lesiones. Hay que tener en cuenta que en 

esta l ' división el ADN aún no está sustituido con BrdU. En la segunda división, se 

observó sólo una ligera diferencia entre las frecuencias de ICH, producidas en la 

etapa Gl temprana y la tardía. Además hubo una diferencia significativa en las 

frecuencias de ICH, causadas por los tratamientos en l ' y 2' división, lo cual 

indica que se generaron lesiones adicionales en la 2' división que probablemente 

fueron debidas a la incorporación de la BrdU. 

La frecuencia de los ICH, inducidos por el tratamiento con la ENU en la Gl 

temprana de la l ' división, fue alrededor de un 20% más alta que 'la inducida en la 

Gl tardía. Esta diferencia estadísticamente significativa indica que este AA generó 

durante G 1 lesiones inductoras de ICH, que fueron persistentes y que además se 

incrementaron durante la G 1 de la l ' división. En la 2' división se observó que la 

frecuencia de ICH, inducidos en la Gl tardía fue más alta que la causada en Gl 

temprana y estadísticamente significativa. Lo cual indica que las lesiones 

adicionales producidas por la incorporación de la BrdU fueron reparadas. 
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TABLA 1. FRECUENCIA DE ICHs/célula INDUCIDA POR 
EL TRATAMIENTO CON MNU, ENU, MMS, y EMS 

1 ª división 2ª división 
(Antes de BrdU) (Después de BrdU) 

Testigo G1 G1 tardía G1 G1 tardía 
temprana temprana 

MNU 
x±S 4±0.6 4.9±0.5 5.8±0.7 6.7±0.1 7.1±0.6 

Incremento (0.9) (1 .8) (2.7) (3.1) 
n 10 6 6 4 5 

p: Tratado vs testigo 0.0031 0.00021 1.0 e-07 0.000127 
Temp. vs tardo 0.03 0.28 
Temp. vs temp. 0.00021 
Tard. vs tardo 0.018 

ENU 
x±S 3.6±0.7 9.15±O.9 8.17±0.2 . 8 .5±0.5 11.56±0.8 

Incremento (5.5) (4.6) (4.9) (7.9) 
n 7 10 8 5 5 

p: Tratado vs testigo 1.4 e-09 1.2 e-06 6 .7 e-07 3.0 e-06 
Temp. vs tardo 0.04 0.000183 
Temp. vs temp. 0.11 
Tard. vs tardo 4.06e-04 

MMS 
x±S 2.9±0.5 4.7±O4 6.9±07 6.6±07 10.0±0.5 

Incremento (1 .8) (4.0) (3.7) (7.1) 
n 8 7 5 5 6 

p: Tratado vs testigo 1.5 e-06 1.4 e-OS 1.5 e-OS 2.8 e-12 
Temp. vs tardo 0.002 5.2 e-OS 
Temp. vs temp . 1.1 e-04 
Tard. vs tardo 6.2 e-OS 

EMS 
x±S 3.9±0.3 5.1 ±0.2 7.0±0.4 6.3±O.8 7.7±0.4 

Incremento (1.2) (3.1) (2.4) (3.8) 
n 8 5 6 6 6 

p: Tratado vs testigo 2.7e-0.6 7.3 e-08 0.00028 3.7 e-08 
Temp. vs tardo 6 .3 e-06 0.0057 
Temp. vs temp . 0 .0163 0.0159 
Tard. vs tardo . . . . 

Slgnlflcancla prueba t de Student, p=probabllldad. n=numero de animales . 
Incremento = incremento con respecto al testigo. 

El MMS indujo una frecuencia de ICHs en la G1 tardía muy cercana al doble de los 
, 

inducidos en la G1 temprana, tanto en la 1 ª como en la 2ª división celular. Estas 
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diferencias fueron estadísticamente significativas, lo cual indica que en ambas 

divisiones hubo reparación de las lesiones inductoras de ICH, cercana al 50%. 

Por su parte el EMS generó una frecuencia de ICH, que fue 2.5 veces más alta en 

la G1 tardía que en la G1 temprana de la l ' división. En la 2' división se observó 

una frecuencia de lesiones inductoras de ICH, en G 1 temprana que fue dos tercios 

de la obtenida en la G 1 tardía. Estos resultados indican que durante la G 1 las 

células eliminaron parcialmente las lesiones inductoras de ICH" aunque aquellas 

causadas después de la incorporación de BrdU se eliminaron menos 

eficientemente. 

5.3 Eficiencia de los AA para Inducir ICH, por célula. 

En la tabla 2 se presentan las estimaciones de la eficiencia de los diferentes 

mutágenos para inducir ICH" la cual se reportó como la frecuencia de ICH, por 

célula inducida por estos compuestos menos la frecuencia basal observada en los 

grupos testigo, dividida entre la Dosis (O) de los mutágenos (Morales-Ramírez y 

col., 1984b, 2001). Se consideraron los resultados obtenidos en las células 

expuestas en las G1 tardías de la l ' y 2' división, dado que a estos tiempos de 

exposición es poco probable la reparación de las lesiones y la inducción de ICH, 

depende únicamente de la eficiencia de estos agentes para inducir lesiones 

productoras de ICH,. La eficiencia de los compuestos, antes y después de 

incorporar BrdU fue en orden decreciente MNU, ENU, MMS y EMS. Estos 

resultados sugieren que las nitrosoureas generaron más ICH, que los 

metanosulfonatos. 

En cuanto al tipo de alquilación, parece ser que los AA metilantes también 

generaron más ICH, que los etilantes, lo mismo para las células con su AON 

sustituido con BrdU como en las que no lo está. Las observaciones realizadas en 
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la presente tesis con relación a que el EMS fue 9 veces menos eficiente que la 

ENU y 14 veces menos que la MNU. 

TABLA 2 EFICIENCIA DE INDUCCION DE ICHs POR MNU, ENU, 
MMS y EMS ANTES O DESPUES DE BrdU. 

Dosis (D) 

(¡..¡molas Incremento (1) ICHs Eficiencia (E) Aumento 
/Kg de tratado- ICHs testigo de E% 

peso) 

Antes de Después Antes de Después 

BrdU de BrdU BrdU de BrdU 

MNU 0.05 1.8 3.1 36.0 62.0 72 

ENU 0.2 4.6 7.9 22.8 39.7 74 

MMS 0.27 4.0 7.1 14.8 26.3 77 

EMS 1.2 3.1 3.8 2.6 3.2 23 

Incremento=Frecuencia de ICH s inducidos con los AA -la frecuencia de los ICH s 
de los grupos testigo. 

ICH s inducidos- ICH s testigo 
E=--------------

~molas/kg peso 

En esta tabla adicionalmente se puede observar que aumentó la eficiencia de los 

AA para inducir lesiones, que se expresaron como ICHs , cuando el tratamiento fue 

durante la 2ª división, es decir en células que tenían su ADN sustituido 

unifilarmente con BrdU. En el caso de la MNU la eficiencia se incrementó el 72%, 

para la ENU fue alrededor del 74% y para el MMS fue de 77%. En el caso del 

EMS sólo se observó un incremento del 23%, probablemente este aumento en la 

eficiencia fue debido a que la BrdU tuvo un efecto sensibilizador sobre la molécula 

de ADN, que la hizo más susceptible al ataque de los AA. Hay que considerar que 

el nivel de sustitución de la BrdU al parecer fue similar en todos los experimentos, 

ya que la frecuencia basal de ICHs en los diferentes grupos testigos fue muy 

parecida. 
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5.4 Efecto de la sustitución de BrdU en una cadena sobre la eficiencia de los 

AA para inducir ICH •. 

Los resullados antes mencionados sugieren que la incorporación de la BrdU al 

ADN incrementa la sensibilidad a la inducción de ICH, y que dicha incorporación 

puede alterar la susceptibilidad de reparación de las lesiones inducidas por los 

mutágenos. Sin embargo para poder establecer la magnitud del efecto, se tiene 

que tomar en cuenta que no se pueden hacer inferencias directas a partir de los 

datos de la inducción en la 2' división, como se calculó en la tabla t , porque en 

estas células sólo una cadena está sustituida. 

En la tabla 3 se muestran los datos de la eficiencia de la MNU, la ENU, el MMS y 

el EMS para inducir ICH, por cadena de ADN, estimada mediante el cálculo de la 

inducción de los ICH, en una cadena no sustituida, la cual se le resta a la 

inducción en la 2' división, para determinar la inducción de los ICH, en la cadena 

sustituida. 

La eficiencia se estimó como la inducción de ICHJ~mola y el aumento de la 

Eficiencia se calculó como la Eficiencia después de BrdU menos la Eficiencia 

antes de BrdU en porcentaje. El efecto de este análogo de base se puede ver al 

comparar los ICH, inducidos por estos agentes cuando una de las cadenas ya 

está sustituida con la BrdU, esto se observa claramente en la última columna de la 

tabla 3, los mutágenos: MNU, ENU y MMS produjeron un incremento en la cadena 

unifilarmente sustituida de aproximadamente el 150%, en tanto que el EMS 

incrementó sólo el 45%. Lo anterior sugiere que este análogo hizo más susceptible 

al ADN al daño inducido por los AA incrementando las lesiones que eventualmente 

se transformaron en ICH,. La evidencia anterior permite suponer que la BrdU 

podria funcionar como un sitio nucleofílico adicional, el cual seria blanco de los 

grupos electrófilos de los mutágenos, ocasionando con ello que la reacción entre 

la MNU, la ENU, el MMS y la BrdU fuese similar, excepto para el EMS cuya 

reacción fue menor. 
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TABLA 3 EFICIENCIA DE INDUCCION DE ICH s POR MNU, 

EN U, MMS y EMS ADN SUSTITUIDO CON BrdU. 

Dosis (D) Incremento 

(~molas/Kg 
Incremento (1) Eficiencia (E) de la 

ICH tratado-ICH testigo Eficiencia 
de peso) I/D (%) 

*Cadena **Cadena Cadena Cadena 

N.S. U.S. N.S . U.S 

MNU 0.05 0.9 2.2 18 44 144 

ENU 0.2 2.25 5 .65 11 .3 28.3 150 

MMS 0.27 2 .0 5.1 7.4 18.9 155 

EMS 1.2 1.55 2.25 1.3 1.9 46 
.. . , 

* Estimada como la mitad de la frecuencia en 1 dlvlslon. 
**Est imada a partir de ICH s total- ICH s en cadena no sustituida= ICH s cadena 
sustituida . 
N.S. No sustituida, U.S. unifilarmente sustituida. 

5.5 Comparación de la reparación de lesiones inductoras de ICHs en 1 ª Y 2ª 

división. 

Para el caso de la determinación de la reparación en cadenas sustituidas o no con 

la BrdU, hay varias circunstancias que son importantes de tomarse en cuenta para 

el análisis de los resultados. Además de la condi<:::ión de sustitución con BrdU, la 

que puede afectar la sensibilidad a la inducción de los ICHs , es el número de 

ciclos que pasan antes del análisis, que puede afectar la expresión de los ICHs en 

caso de que por ejemplo ocurra el fenómeno de cancelación. Stetka, (1979) 

señaló que si una lesión inductora de ICHs en el ADN no es reparada antes de la 

fase S, su persistencia puede inducir otro ICH en el mismo locus del cromosoma 

en el 50 % de los casos, lo que llevaría a una situación de que si dos ICHs 

consecutivos ocurren en un locus particular estos eventos no se observarán en la 

mitad de los cromosomas de la siguiente mitosis. También se estimó la 
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probabilidad de expresión de una determinada lesión como ICH. (Morales­

Ramírez y col., 1990). 

Las circunstancias analizadas son importantes porque pueden afectar 

directamente la frecuencia de los ICH •. La exposición en la l' división implica que 

la exposición al mutágeno fue en ausencia de sustitución con la BrdU, pero 

requiere el paso de dos ciclos de división antes del análisis. Por otra parte la 

exposición en el segundo ciclo implica el paso de sólo un ciclo antes del análisis, 

pero también la sustitución unifilar del ADN con la BrdU. Con el objeto de hacer 

pred.icciones sobre la forma en que estas variables pueden afectar las frecuencias 

de los ICH., se hace el análisis de la frecuencia de los ICH. que se esperaría 

dependiendo del número de ciclos y de la posibilidad de que ocurra el fenómeno 

de cancelación o no y de la probabilidad de expresión de una determinada lesión 

como ICH., como se muestra en la figura 7. 

También se predice la frecuencia, probabilidad y proporción de ICH. en la l' o la 

2' división, causados por la exposición al mutágeno en el 10 ó 2' ciclo de división, 

para diferentes probabilidades de expresión de los ICH. y en presencia o ausencia 

del fenómeno de cancelación. Suponiendo que no hubiera un efecto de la 

incorporación de la BrdU sobre la inducción de los ICH •. 

Los cálculos indican que la frecuencia de los ICH. inducidos por la exposición en 

primera o segunda división es casi igual, es decir produce una proporción 1:1, con 

la excepción de cuando la probabilidad de expresión es 1 y se presenta el 

fenómeno de cancelación. En ese caso la inducción de los ICH. en la 2' división 

es el doble que en la 1'. Es decir que la frecuencia de los ICH. en la 2' división 

sólo es mayor que en la 1', cuando: las lesiones que se producen son 100% 

persistentes y siempre dan lugar a ICH. en el mismo locus en divisiones 

sucesivas. Suponiendo que éste no es el caso y por lo tanto la inducción de los 
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ICH, por exposición en el 1· ' aclo es igual que en el segundo, a partir del análisis 

anlerior se puede eslimar la frecuencia de ICH, en la cadena sustituida con la 

BrdU del 2' ciclo, por diferencia, basándose en la frecuencia de los ICH, inducidos 

en la 1· división, es decir en las cadenas de ADN no sustituidas. 
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En la tabla 4 se analiz6 el efecto de la BrdU en el ADN con cadenas sustituidas y 

no sustituidas con el análogo, comparando las frecuencias de los ICH, inducidos 

por los mutágenos en las G 1 tardías del l ' Y 2' ciclos celulares es decir antes y 

después de la incorporación de BrdU. Al final de G1, las lesiones que fueron 

originadas por los agentes alquilantes, muy probablemente no tuvieron la 

posibilidad de ser reparadas y por lo tanto representan la inducción real. 

Con fines de comparación y dado que la inducción en la cadena no sustituida se 

estima directamente de los datos de la exposición en 1" división, los resultados se 

pueden analizar más fácilmente en las dos últimas columnas de la tabla 4. 

De acuerdo con este análisis las lesiones inductoras de los ICH, producidas por la 

MNU en el ADN no sustituido fueron reparadas en un 50%, en cambio ninguna de 

las inducidas en la cadena sustituida con la BrdU fue reparada. En el caso de la 

ENU ocurrió lo contrario, las lesiones en el ADN no sustituido no fueron reparadas, 

incluso éstas se incrementaron ligeramente, posiblemente porque se formaron 

nuevas lesiones a partir de las ya inducidas y las lesiones de la cadena sustituida 

sólo se repararon en un 60%. 

En el caso del MMS, las lesiones en ADN sustituido como en la cadena no 

sustituida fueron reparadas con una eficiencia de aproximadamente el 50%. Por 

su parte el EMS causó lesiones inductoras de ICH, que se repararon en un 60% 

en el ADN no sustituido y s610 en un 20% en la cadena sustituida. 
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TABLA 4 DIFERENCIAS EN LA INDUCCION y 
REPARACiÓN DURANTE G1 DE LAS LESIONES 

PRODUCTORAS DE ICH s INDUCIDAS POR MNU ENU MMS 
y EMS EN LAS CADENAS DEL ADN SUSTITUIDAS Y NO 

SUSTITUIDAS CON BrdU 

LESIONES INDUCTORAS DE ICH s / CELULA 

1 a División 2a División 
ADN no Cadena* Cadena** 

sustituido con Total ADN no ADN 
BrdU sustitu ida Sustituida 

con Brdu con BrdU 
MNU 

Total 1.8 3.1 0.9 2.2 
***No reparadas 0.9 2.7 0.45 2.25 

(%) (50) (100) 
*** Reparadas 0.9 0.4 0.45 O 

(%) (50) (O) 
ENU 

Total 4.5 7.9 2.25 5.65 
***No reparadas 5.5 4.9 2.75 2.15 

(%) (100) (38) 
*** Reparadas -1 3 -0.5 3.5 

(%) (O) (62) 
MMS 

Total 4.0 7.1 2.0 5.1 
***No reparadas 1.8 3.7 0.9 2.8 

(%) (45) (55) 
*** Reparadas 2.2 3.4 1 . 1 2.3 

(%) (55) (45) 
EMS 

Total 3.1 3.8 1.55 2.25 
*** No reparadas 1.2 2.4 0.60 1.8 

(%) (39) (80) 
***Reparadas 1.9 1.4 0.95 0.45 

(%) (61 ) (20) 
. . . 

*Estlmada como la mitad .de la frecuencia en 1 divIsión . 

**Estimada a partir de ICH s total-ICHs en cadena no sustituida= ICH s cadena 

sustituida. 

***Las reparadas y no reparadas fueron calculadas a partir de los datos de la 

tabla 1 
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5.6 Análisis de la susceptibilidad a la inducción y reparación de lesiones 

inductoras de ICH. en las poblaciones celulares. 

La susceptibilidad a la inducción de los ICH, y la reparación de las lesiones 

también se analizó en las poblaciones celulares, comparando las curvas de la 

frecuencia acumulada de las células con respecto al número de ICH, (figuras 8, 9, 

10 Y 11 ). En la figura 8 se muestran las curvas de las frecuencias de los animales 

expuestos a la MNU, se observa que hubo un incremento de células con 

frecuencias de ICH, más altas tanto en la G1 temprana como la tardía con 

respecto al grupo testigo, la inducción de los ICH, fue más alta en la 2' división y 

en esta situación la sensibilización del ADN por la incorporación de BrdU tuvo un 

papel importante. Los porcentajes aproximados de células de más de 3 ICH, por 

célula fueron de 55% en los dos grupos testigo antes y después de la 

incorporación de la BrdU. Para las células tratadas con este agente los 

porcentajes aproximados de células con más de 3 ICH, fue 75% en la etapa 

temprana de la l ' división y de 85% en la etapa tardía. Los porcentajes 

aproximados de células con más de 3 ICH, fueron 88% en la etapa temprana de la 

2' división y de 92% en la etapa tardía, se observó que hubo una diferencia 

mínima de células con más de 3 ICH,. 

Como se puede apreciar hubo una diferencia en el porcentaje de las células que 

tuvieron más de 3 ICH, el cual fue mayor en la l ' división que en la 2'. Esto 

sugiere que las células repararon más eficientemente las lesiones inductoras de 

ICH, cuando el ADN estuvo sustituido con la BrdU y que la inducción de los ICH, 

fue mayor cuando el ADN estaba unifilarmente sustituido con el análogo. 
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Figura 8. Curvas de la frecuencia acumulada en porcentaje de células con 

respecto al número de ICHs por célula de la glándula salival de ratón tratadas y no 

con MNU. 

En la figura 9 se observa un incremento de células con frecuencias de ICHs más 

altas en las curvas c;le los animales expuestos a la ENU tanto en la G1 temprana 

como la tardía, con relación a sus testigos correspondientes. Se observó que la 

inducción de ICHs fue más alta en la 2a división cuando el ADN está sustituido 

unifilarmente con la BrdU, lo que apoya un efecto sensibilizador de este análogo al 

ADN. Los porcentajes aproximados de células con más de 6 ICHs fueron 11 % en 

el grupo testigo antes de BrdU de la 1 a división y de 6% después de BrdU en la 2a 

división. En la 1 a división los porcentajes de células con más de 6 ICHs fueron 

75%, y 65% en la etapa temprana y en la etapa tardía, respectivamente. El 

número de células con más de 6 ICHs en la etapa temprana fue ligeramente mayor 

que en la etapa tardía. Los porcentajes aproximados de células con más de 6 ICHs 

fueron 72% en la etapa temprana de la 2a división y de 92% en la etapa tardía. Lo 

anterior sugiere que las lesiones inductoras de los ICHs generadas por la ENU 

fueron reparadas parcialmente por las células en la 2a división. La ligera diferencia 
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en el porcentaje de células con más de 6 ICHs en la 1 a división, sugiere que estas 

lesiones no se repararon y son persistentes. 
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Figura 9. Curvas de la frecuencia acumulada en porcentaje de células con 

respecto al número de ICHs por célula de la glándula salival de ratón tratadas y no 

con ENU. 

En la figura 10 se puede apreciar un incremento de células con frecuencias de 

ICHs más altas tanto en la G1 temprana como la tardía de la 1a y 2a división, con 

respecto a sus testigos, como resultado de la exposición al MMS. La inducción de 

ICHs fue más alta en la 2ª división cuando el ADN está sustituido unifilarmente con 

BrdU, lo que también apoya el efecto sensibilizador de este análogo de base. Los 

porcentajes aproximados de células con más de 6 ICHs fueron 7% en el grupo 

testigo para el tratamiento antes de BrdU y de 3% en el testigo para la exposición 

después de BrdU. Los porcentajes de células con más de 6 ICHs fueron de 20% 

en la etapa temprana de la 1 a división y 48% en la etapa tardía. Para las células 

tratadas después de la incorporación de BrdU en la 2a división los porcentajes 
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aproximados de células con más de 6 ICHs fueron 42% en la etapa temprana de la 

2a división y de 88% en la G1 tardía. Lo anterior sugiere que hubo una reparación 

parcial de las lesiones inductoras de ICHs inducidas por el tratamiento con el MMS 

en ambas divisiones celulares. 
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Figura 10. Curvas de la frecuencia acumulada en porcentaje de células con 

respecto al número de ICHs por célula de la glándula salival de ratón tratadas y no 

con MMS. 

En la figura 11 se muestran los resultados obtenidos por la exposición a EMS en la 

que se observa un incremento de células con frecuencias de ICHs más altas tanto 

en la G1 temprana como la tardía de la 1a y 2a división, con respecto a sus 

testigos. También se puede apreciar que la inducción de ICHs fue más alta en la 2ª 

división cuando el ADN está sustituido unifilarmente con BrdU, con este mutágeno 

el efecto sensibilizador de la BrdU aparentemente fue menor que el encontrado 

con MNU, ENU y MMS. Los porcentajes aproximados de células con más de 6 

ICHs fue de 12% en el grupo testigo antes de la incorporación de BrdU en la 1 a 

división y de 13% en la 2a división después de BrdU. Los porcentajes de células 

con más de 6 ICHs fue de 20% en la etapa temprana de la 1 a división y de 45% en 
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la etapa tardía. Es decir que el número de células con más de 6 ICHs en la etapa 

temprana es menor con respecto a la etapa tardía. 

Para las células tratadas en la 2a división los porcentajes aproximados de células 

con más de 6 ICHs fue de 38% en la etapa temprana y 48% en la etapa tardía. Se 

observó una mayor inducción de células con más de 6 ICHs durante la 1 a división, 

con respecto a la 2a división. Del análisis anterior se puede inferir que las lesiones 

inductoras de ICHs generadas por el EMS fueron parcialmente reparadas en la 1 a 

división y estas lesiones fueron más persistentes en la 2a división. 
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Figura 11. Curvas de la frecuencia acumulada en porcentaje de células con 

respecto al número de ICHs por célula de la glándula salival de ratón tratadas y no 

con EMS. 

El análisis efectuado en términos de las poblaciones celulares sugiere que la 

respuesta de las células de la glándula salival, a los tratamientos con los 

mutágenos es el resultado de un efecto generalizado y no de un efecto en 

particular en algunas células. Estas evidencias están acordes con los análisis 
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realizados por animal en las tabla 1. También confirman que la susceptibilidad al 

daño aumenta en las células que tienen su ADN unifilarmente sustituido con BrdU. 
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6. DISCUSiÓN 

6.1 Eficiencia inductora de ICH, de los AA en células con ADN sustituido y 

no con BrdU. 

Está bien establecido que los tratamientos que dañan al ADN originan la formación 

de ICH, con diferentes eficiencias (Kaina y col., 1993). La eficiencia de los 

compuestos para inducir una determinada respuesta celular es muy variable y 

probablemente ésta dependerá de varios factores como son: sus propiedades 

quimicas, su farmacocinética, y la factibilidad de la reparación del daño 

ocasionado por estas moléculas (Escalza y col., 1992; Sanderson y Shield, 1996). 

En esta tesis se analizaron dos de los aspectos mencionados anteriormente que 

son: 1) la eficiencia de estos AA y 2) la reparación del daño ocasionado a las 

células de la glándula salival. 

En el siguiente análisis se examinará la efectividad de estos AA para inducir ICH,. 

Se consideró a la eficiencia como un índice para evaluar la capacidad de estos 

compuestos para inducir ICH, en las células, con relación a la dosis empleada. 

Se infiere que las nitrosoureas generaron más ICH s que los metanosulfonatos y 

que los AA metilantes también fueron más eficientes que los etilantes. Al respecto 

los estudios realizados por Nishi y col. (1984) mostraron que los AA metilantes 

originaron más ICH, que los etilantes. 

En otro estudio donde se hizo una comparación in vivo de tres tipos celulares se 

observó que la eficiencia de las nitrosoureas para inducir ICH, fue mayor en las 

células de la médula ósea que en las espermatogonias y en las células de la 

glándula salival de ratón. Comparando esos resultados con los reportados en esta 

tesis, en ambos se observó que la MNU tuvo una mayor eficiencia para inducir 

ICH, que la ENU. Aunque se observó que las células de la glándula salival y las 

células de la médula ósea son más sensibles que las espermatogonias al daño 
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productor de ICH, inducido por la MNU y la ENU (Morales-Ramirez y col., 2001), 

no obstante que la concentración micromolar para la MNU varió poco en los tres 

tipos de células; la concentración micromolar para la ENU fue la misma. En una 

revisión realizada por Shibuya y Morimoto, (1993) se mencionó que la ENU es 

menos reactiva con el ADN que la MNU, esta evidencia puede apoyar los 

resultados de esta tesis donde se infiere que la MNU es el agente que tiene mayor 

reactividad con el ADN. 

En un estudio realizado por Nishi y col. (1984) en células V79 de criceto chino se 

observó inducción de I C H, Y mutaciones en el locus hipoxantina guanina 

fosforribosil transferasa con diferentes agentes quimicos y físicos, también se notó 

que la MNU fue el agente inductor de ICH, más potente de los compuestos N­

nitroso seguido por la ENU. Posiblemente esto se debe a que la mayoria de las 

lesiones inductoras de estos intercambios son debidas a la OS-MeG, como 

también fue propuesto por Kaina y col. (1991), y por otro lado también la MNU 

originó una proporción más alta de lesiones en el N7 de la guanina que la ENU 

(Beranek, 1990), la N7-MeG está relacionada con la formación de los ICH, 

generados por la MNU de acuerdo con Conell y Medcalf, (1982). 

En nuestros resultados encontramos que la MNU tiene una mayor eficiencia 

inductora de I C H, Y esto puede estar basado en que produce más alquilaciones 

en el 06 de la guanina además de que este aducto esta relacionado con la 

producción de lesiones secundarias (Kaina y Christmann, 2002). Los aductos 

originados por este mutágeno son de distribución relativamente uniforme en los 

diferentes tejidos (Valanis y col., 1994). 

En estudios realizados in vivo se observó que la sensibilidad de las células de la 

médula ósea al MMS fue mayor que al EMS (Morales-Ramirez y col., 1984b), 

aunque la concentración del MMS utilizada por ellos fue más alta que la que se 

usó en el presente estudio y la concentración del EMS fue la misma en ambos 
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trabajos, sin embargo la eficiencia para inducir ICH, fue más alta en las células de 

la médula ósea que en las células de la glándula salival. 

También en el estudio realizado por Nishi y col. (1984) se observó que el MMS fue 

el más potente inductor de I C H, de los metanosulfonatos seguido por el EMS. Se 

ha reportado que ambos agentes inducen la lesión 3-alquiladenina (Swenson y 

col., 1980; Heflish y col. , 1982) estos autores sugirieron que esta lesión originó la 

formación de los ICH,. Por otro lado otro factor que puede influir en la mayor 

eficiencia del MMS para inducir ICH, es el que está relacionado con la mayor 

producción de la 3-MeA tres veces más que el EMS (Beranek, 1990). 

Como se puede observar en la tabla 2 al comparar la eficiencia entre los agentes 

metilantes, la de la MNU fue mayor que la del MMS. En otro estudio se comparó la 

inducción de ICH, en linfocitos de bazo de ratón, con la misma concentración de 

MNU y MMS, la frecuencia encontrada fue más alta con la MNU que con el MMS 

(Neft y Conner, 1989). Estos resultados están acorde con los resultados 

presentados en esta tesis. Un factor que puede determinar la mayor eficiencia 

para inducir lesiones generadoras de ICH" de la MNU sobre el MMS puede ser 

debido a que este AA causa una baja o imperceptible cantidad de 06-MeG 

(Swenson y col. , 1980; Beranek, 1990), como ya se mencionó, ésta es una lesión 

importante en la generación de los I C H, Y por otro lado origina un bajo porcentaje 

de alquilaciones en los fosfotriésteres (Beranek, 1990). Lo anterior sugiere que 

posiblemente son otras las lesiones involucradas en la formación de los ICH, 

inducidos por el MMS, lo cual concuerda con lo planteado por Morris y col. (1983), 

y por Day 111 y col. (1987) . 

Por lo que se refiere a la mayor eficiencia inductora de ICH, de la ENU sobre el 

EMS, nuestras observaciones contrastan con otros reportes. En linfocitos de 

sangre periférica de humanos se evidenció que el EMS fue un inductor de ICH , 

más eficiente que la ENU (Vijayalaxmi y Evans, 1984), y en otro estudio en 

células CHO también el EMS fue más potente que la ENU (Duncan y Evans, 1982; 
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Heflish y col., 1982). El EMS generó un bajo porcentaje de alquilaciones en la 

posición 06 de la guanina y no originó aductos en las posiciones 02, 04 de la 

timina y poca cantidad de fosfotriésteres 12%, contra 56% que originó la ENU 

(Beranek, 1990). Este último mutágeno causó un menor porcentaje de 

alquilaciones en la posición N7 de la guanina (Beranek, 1990). 

La 3-etiladenina inducida por los mutágenos EMS y ENU se relacionó con la 

formación de los ICH , (Heflishy col., 1982). Lo anterior puede explicar su mayor 

participación en la generación de los I C H, inducidos por metanosulfonatos 

(Morris.y col., 1983). 

Algunos estudios han reportado que los AA producen alquitaciones en varios sitios 

de la molécula del ADN y que estas se pueden transformar en lesiones inductoras 

de ICHs (Swenson y col., 1980; Jostes Jr., 1981 ; Heflish y col., 1982; Morris y col., 

1983; Kaina y col., 1991) y aunque hay evidencias que señalan que los ICH, 

inducidos por la MNU son debidos a la lesión 06-alquilguanina (Kaina y col., 1991 ) 

para otros mutágenos como MMS, EMS y ENU pueden ser otras las lesiones 

generadoras de este evento. 

Es evidente que las nitrosoureas fueron más eficientes que los metanosulfonatos 

para generar lesiones inductoras de I C H" hecho derivado principalmente de las 

alquilaciones en el 06 de la guanina y aunque los metanosulfonatos producen 

muy poca cantidad de esta última lesión, generan otro tipo de lesiones que están 

ligadas con la formación de los ICH, (Glaab y col., 1999). Para fines de 

comparación, las evidencias son claras en el sentido de que las nitrosoureas 

fueron más eficientes que los metanosulfonatos para inducir lesiones generadoras 

de ICH, y que los agentes metilantes también fueron más inductores de estos 

eventos que los etilantes (tabla 2). El EMS generó la eficiencia más baja como 

inductor de ICH, y con relación a la dosis empleada que fue la más alta de los 

compuestos estudiados, lo anterior se relaciona con la observación de Frei y col. 

(1978) los cuales sugirieron que este AA, tiene la reactividad con el ADN más baja 
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que la MNU y la ENU. Los autores argumentaron que lo anterior se puede explicar 

por: 1) que la velocidad de la reacción del EMS es más baja que las nitrosoureas y 

2) eliminación de los grupos etilos del EMS por una detoxificación enzimática por 

las enzimas glutatión transferasas . 

6.2 Efecto de la incorporación de BrdU en el ADN, sobre las lesiones 

inductoras de ICH,. 

Aunque la BrdU produce efectos adversos en las células (Morris, 1991) también 

ha sido empleada como base análoga de la timina, para la diferenciación de las 

cromátidas junto con el Hoechst para el análisis de los ICH, (Lall, 1973). Sin 

embargo se ha reportado que la frecuencia de los ICH, es proporcional a la 

incorporación de la BrdU (Escalza y col. , 1985; Rodríguez-Reyes y Morales­

Ramírez, 2003). También se observó que interfirió con la inducción de los ICH, 

incrementando la frecuencia de éstos, cuando el tratamiento c0t:l el agente 

alquilante MNNG fue antes de la incorporación del análogo (Popescu y col., 1980), 

o también reduciendo su frecuencia cuando las células se trataron con MMS o 

cuando las células se incubaron con la BrdU antes del tratamiento con MNNG 

(Okey, 1981 ; Pope seu y col. , 1980). La explicación dada a esta observación fue 

que cuando este análogo está incorporado en el ADN, puede redúcir el número de 

sitios de unión (timina o citocina) o sea que altera la estructura del ADN en tal 

forma que se reduce la formación de los aductos. 

Hay evidencias que indican que la inducción de ICH, fue más alta cuando la banda 

progenitora de ADN está sustituida con BrdU (Albanesi y col., 1999). Cuando este 

análogo se encuentra en el ADN produce susceptibilidad celular a la irradiación e 

incrementa la susceptibilidad a la inducción de ICH, por agentes alquilantes. 

Se ha reportado que ciertos agentes químicos interaccionan sinérgicamente con la 

BrdU y producen frecuencias de ICH, más elevadas que las esperadas (Stetka y 

Carrano, 1977; Speit y col., 1980). Esto puede ser debido a que también la BrdU 
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es mutagénica. Nuestras observaciones sugieren que este análogo de base 

aumenta las frecuencias de los ICH, de los cuatro AA, cuando las células han 

sustituido unifilarmente su ADN con BrdU. El posible mecanismo por cual se 

incrementaron las lesiones inductoras de los ICHs se analizará más adelante. 

Cuando el ADN está unifilarmente sustituido con la BrdU favorece que esta 

molécula, sea más sensible al daño originado por los mutágenos. Este fenómeno 

conlleva a que la eficiencia de estos agentes revisado en la sección 6.1 para 

inducir daño aumente. 

Con ' respecto al efecto que puede tener la BrdU sobre la eficiencia inductora de 

ICH, de los mutágenos: MNU, ENU, y MMS los resultados son consistentes, no 

así para el EMS cuya eficiencia fue más baja (Tabla 3). En el estudio realizado por 

Morales-Ramírez y col. (200t) en donde compararon la eficiencia inductora de 

ICH, de las nitrosoureas, se observó mayor eficiencia de la MNU sobre la ENU y 

aparentemente mayor sensibilidad de las células de la médula ósea sobre las de 

la glándula salival y espermatogonias. Con respecto a lo anterior hay que 

considerar que las células de la glándula salival tenían su ADN unifilarmente 

sustituido y que las células de la médula ósea y espermatogonia bifilarmente 

sustituido. 

Por lo anterior se puede decir que el incremento en la eficiencia de estos 

mutágenos para inducir lesiones generadoras de ICH, puede resultar de la 

reacción de la BrdU con el ADN. Consecuentemente se pueden originar más sitios 

nucleofilicos a los cuales se unan los grupos electrofilicos de los AA. En los datos 

reportados por Morales-Ramírez y col. (2001) se observaron diferencias en la 

eficiencia inductora de ICH, de las nitrosoureas, la cual aumentó después de la 

incorporación de BrdU en el ADN de las células de la glándula salival y médula 

ósea, con respecto a la eficiencia de estos AA en células que aún no habían 

incorporado el análogo. 

66 



Un aspecto importante que no se ha revisado es comparar la eficiencia de los AA 

antes y después de la incorporación de la BrdU. El análisis realizado en la última 

columna de la tabla 3 muestra que esta eficiencia aumenta considerablemente en 

la cadena unifilarmente sustituida con el análogo, este hecho resulta por demás 

interesante y aunque el posible mecanismo por el cual esto se realiza aún no está 

claro, aunque se han propuesto algunas evidencias para tratar de entender su 

significado. 

Hay certidumbre de que la exposición simultánea de la BrdU y del agente 

mutagénico da lugar a un incremento en la frecuencia de los ICH, lo cual no es 

indicador de la genotoxicidad del agente empleado (Djorjervic y Szybalsky, 1960; 

Bruggeman y van der Hoeven, 1984; Van der Hoeven y col. , 1984). Como se 

mencionó en la introducción se sabe que la BrdU se incorpora al ADN en el lugar 

de la timina, lo cual puede ocurrir no sólo en la forma ceto usual sino también en la 

forma tautomérica enol formando uniones de hidrógeno con la guanina en lugar de 

la adenina, que es el par normal de la ti mina (Anisimov, 1994). Sin embargo este 

análogo tiene propiedades de apareamiento que son ambiguas y esto conduce a 

que se originen diferentes efectos biológicos algunos de ellos ya han sido 

estudiados y otros aún no, como es el caso del incremento de la sensibilidad del 

ADN al daño inducido por compuestos químicos (Anisimov, 1994; González­

Beltrán y Morales-Ramírez, 1999, 2003). 

La hipótesis que se plantea aquí es que el átomo electronegativo de Bromo sería 

un sitio de reacción para los AA que son compuestos electrofílicos. Lo anterior 

contrasta con la propuesta de Popescu y col. (1980) quienes sugirieron que la 

BrdU puede reducir el número de sitios en el ADN con los cuales reaccionan los 

aductos generados por el MNNG. Esta hipótesis puede estar mejor sustentada con 

los argumentos planteados por Mancini y col. (1999) con relación al aumento en la 

reactividad de la posición de ciertos aductos, la cual es modificada por la vecindad 

con algunas bases. El átomo electronegativo de bromo que se ubica en la posición 

5 de la timina puede cambiar la distribución local electrónica, creando sitios más 
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favorables de alquilación sobre la guanina en secuencias adyacentes con 

bromouracilo. La misma razón puede ser aplicada para incluir al bromouracilo 

como un sitio de alquilación, 

Hay sitios de alquilación que son producidos por los AA en menor proporción con 

relación a otros aductos (Beraneck, 1990). Desde el punto de vista de Mancini y 

col. (1999) ciertos sitios sobre el bromouracilo que incluyen a la posición O' de la 

timina, pueden ser más susceptibles al ataque electrofilico debido a la 

electro negatividad del átomo de bromo. La posición N7 de la guanina puede ser 

ligeramente más reactiva en aquellas secuencias que contie"en BrdU por lo cual 

resultaría más daño al ADN sin que necesariamente se incremente el nivel de 

aductos. Cualquier base próxima que aumente la electronegatividad en el N7 de la 

guanina ocasionará que este sitio sea más susceptible al ataque nucleofilico. Se 

ha demostrado que bases vecinas a la guanina y timina decrecen la formación del 

aducto en la posición N7 de la guanina (Hartley y col., 1986; Briscoe y Duarte, 

1988; Briscoe y col., 1990). 

Con relación al efecto sensibilizador de la BrdU sobre el ADN, éste se puede 

inferir del incremento de los ICH, en la cadena sustituida con el análogo por los 

tratamientos con la MNU, la ENU, y el MMS. Aunque el incremento que se 

observó con el EMS fue menor que los otros AA se puede decir que, 

probablemente se debe al mecanismo SN,/SN2 con el que funciona este 

mutágeno. Lo anterior está sustentado en las observaciones realizadas cuando el 

ADN estuvo unifilarmente sustituido con la BrdU, esta situación pudo propiciar la 

formación de lesiones inductoras de ICH, adiciónales generadas por la MNU, la 

ENU y el MMS lo que implicó que incrementara su eficiencia inductora de ICH, 

alrededor del 150%, debido a que la molécula de ADN quedó sensibilizada por la 

BrdU y fue más susceptible para que se generaran lesiones que se transformaron 

en ICH,. De lo anterior se puede inferir que hubo sustitución de timina por BrdU. 
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Con relación a la menor reactividad del EMS (Frei y col., 1978) consideramos que 

esta es una de las causas por las que este AA fue el inductor de ICH, menos 

eficiente de los compuestos estudiados en esta tesis. 

El presente protocolo permite examinar en cual de los ciclos se originaron los 

ICH" ya que cuando el tratamiento con los mutágenos fue antes de BrdU en el 1"' 

ciclo habilitó la posibilidad de que se efectuara algún tipo de reparación, en 

ausencia del análogo y muy posiblemente se descartó alguna interacción de este 

con los mutágenos. Por otro lado, cuando el tratamiento fue en el 2° ciclo cuando 

el ADN estaba sustituido unifilarmente con la BrdU, probablemente el átomo de 

bromo del bromouracilo ya ubicado en la molécula modificada de ADN, originó 

cierto tipo de daño que aún se incrementó por el efecto del mutágeno. 

En otro estudio se analizó el efecto de la sustitución de la BrdU; cuando se dio un 

pretratamiento con BrdU a células V79 de ericeto chino se observó una sustitución 

de la timina del 16% con lo que se acrecentó la citotoxicidad de los agentes 

quimioterapéuticos probados (Russo y col. , 1986). Sería importante correlacionar 

el nivel de sustitución de la timina por la BrdU en el ADN y la inducción de ICH" ya 

que como se reportó (Escalza y col., 1985; Rodríguez-Reyes y Morales-Ramírez, 

2003) esta inducción fue proporcional a la incorporación del análogo. 

Sin embargo en otro estudio no se encontró una relación directa entre el nivel de 

sustitución de BrdU en el ADN y la inducción de ICH" durante el análisis de tres 

ciclos consecutivos (Piñero y Cortés, 1993). Cuando la BrdU está presente en 

altas cantidades en la banda progenitora, potencia la ocurrencia de los ICH, 

(Escalza, y col., 1985). 

El efecto de la BrdU sobre la inducción de ICH, probablemente no es en forma 

circunstancial; debido a que si se redujeran sustancialmente los sitios de 

alquilación como lo propuso Popescu y col. (1980), de darse esta situación , se 

pueden reducir los sitios nucleofílicos de reacción de los AA. Considerando que la 
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condición de sustitución se realiza durante la síntesis, el efecto interacción 

bromodesoxiuridina-agentes alquilan tes se dará antes de que se realice otra 

nueva síntesis. Lo último puede llevarnos a considerar que probablemente la 

menor inducción de ICH, más bien sea derivada de la eficiencia de los sistemas 

de reparación. 

Aunque existen algunas evidencias de que la BrdU sensibiliza de algún modo al 

ADN los mecanismos no están aún bien definidos y hay una propuesta que analizó 

la interacción sinérgica entre el análogo y agentes químicos (Schvartzman y Tice, 

1982). No obstante que se han realizado diversas obselVaciones sobre el efecto 

que tiene la BrdU en la inducción de los ICH, éste continúa siendo un punto de 

mucha importancia y quizás en los estudios realizados no se han asentado las 

bases que expliquen satisfactoriamente este fenómeno el cual se ha relacionado 

con efectos de sinergia y antagonismo. 

El presente protocolo examinó las posibilidades de inducir ICH, en ADN sustituido 

y no, así como también discernir si las lesiones inductoras de los ICH, son objeto 

de reparación por las células lo cual se discute en la siguiente sección. El término 

de la sensibilización del ADN por la BrdU referido por algunos autores 

(Schvartzman y Tice 1982, Natarajan y col., 1983, Morales-Ramírez y col., 1984b) 

y la consideración de la BrdU como un centro nucleofílico analizado en esta 

sección quizás aportan nuevas evidencias con relación a la incorporación de la 

BrdU, en el ADN y los efectos de los AA en el ADN sustituido con este análogo. 

6.3 Probabilidad de expresión de las lesiones inductoras de ICH, durante G1 

en ADN sustituido y no con BrdU. 

Un problema importante en relación con el análisis de la reparación de lesiones 

inductoras de ICH, es el discernimiento de cual es el ciclo celular en el que se 

forman los ICH, cuando la exposición a los mutágenos se hace en el l ' de 2 

ciclos. Estudios previos demostraron que para la inducción de la mayoría de los 

ICH, generados por la ENU y la MNNG en células Mex de criceto chino se 
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requirieron de dos ciclos de replicación después de la alquilación (Kaina y Aurich, 

1985). '. 

Como se mencionó en la introducción la tinción diferencial de las. cromátidas 

requiere de dos divisiones celulares y es muy probable que en los protocolos que 

utilizan dos tonos de tinción diferencial, los ICH, que se analizan sean la 

acumulación de los ICHs inducidos en las dos divisiones. Para cumplir con lo 

anterior es necesaria la presencia de la BrdU durante la síntesis de las dos 

divisiones y por lo tanto el ADN estará bifilarmente sustituido. El presente 

protocolo no cumple con la condición anterior ya que el ADN sólo está 

unifilarmente sustituido por la BrdU debido a que la incorporación del análogo 

ocurrió únicamente durante la primera de dos divisiones consecutivas. 

En orden de aprovechar el efecto de los factores previamente mencionados, en la 

figura 7 se hicieron las proporciones teóricas de la inducción de los ICH, por la 

exposición durante la l ' y 2' división, se estimó la probabilidad de expresión para 

una lesión como 0.5 ó 1.0 (Morales-Ramírez y col., 1990), y para la persistencia y 

ocu rrencia de los ICHs en el mismo locus en sucesivas divisiones (Morales­

Ramírez y col., 1988,1990,1992, 1995a) o para otras circunstancias (Schvartzman 

y col., 1985). Lo último es relevante porque abre la posibilidad de que la 

cancelación ocurra. También se muestra la probabilidad de producir diferentes 

clases de ICH, en los cromosomas, considerando sólo aquellos que se pueden 

inducir bajo distintas circunstancias. Por la exposición solamente en la segunda 

división, se consideraron los descendientes de la cadena dañada unifilarmente 

sustituida con BrdU, en los cuales las lesiones deberían causar ICH, con 0.5 ó 1.0 

de acuerdo a su probabilidad de expresión. 

Las proporciones esperadas de ICH,-1 e ICH,-2 deberían ser casi las mismas para 

todas las condiciones con la excepción de las lesiones obtenidas con la 

probabilidad de expresión de 1.0 y con la posibilidad de ocurrencia de los ICH, en 

el mismo locus. Bajo tales circunstancias los ICH,-2 deberían de ser el doble de 
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los ICH,-1 . Los resullados presenlados aquí indican que con la exposición al MMS 

la frecuencia de los ICH,-2 es más del doble tanto como los de los ICH,-1, pero 

sólo es ligeramente más alta después de la exposición con EMS. 

En el caso de las nitrosoureas como la MNU y la ENU inducen una frecuencia 

ICH,-2 más del doble de los ICH,-1. Esto podría implicar que el MMS, la MNU y 

ENU inducen una proporción más alta de lesiones que se expresan como ICH, en 

presencia de BrdU o que muestra la posibilidad de causar un ICH en el mismo 

locus. En el ' caso de la ENU, recientemenle se obtuvo evidencia clara mediante 

tinción diferencial de tres tonos de que este agente no causa lesiones en .el mismo 

locus (Rodríguez-Reyes y Morales-Ramírez, 2003), es decir que no produce el 

fenómeno de cancelación. En el mismo contexto, el EMS puede inducir 

principalmenle lesiones que originen ICH, que son persislenles pero con una baja 

probabilidad de expresión o incapacidad de producir ICH, en el mismo locus en 

divisiones subsecuentes. 

En estudios previos usando el protocolo de tres tonos de diferenciación se observó 

que solamente una fracción de lesiones que generan los ICH, fueron capaces 

volver a originarlos en divisiones subsecuentes. Un tercio de las lesiones 

inductoras de ICH, causadas por el MMS fueron capaces de inducir los ICH, en el 

mismo locus (Morales-Ramírez y col., 1992), se ha propuesto también que este 

mutágeno genera aductos que persisten por más de un ciclo celular y que son 

capaces de inducir ICH, en una segunda vuelta de replicación (Natarajan y col., 

1983), en tanto que sólo una sexta parte de las lesiones inducidas por EMS 

cumplen con la condición anterior (Morales-Ramírez y col., 1995a). Sin embargo 

las condiciones del protocolo usado no eliminan otras posibilidades. 

Bajo estas circunstancias la frecuencia más alta de ICH,-2 con respecto a ICH,-1 

pudiera no ser explicada por el fenómeno de cancelación, o al menos no 

totalmente, aunque puede ser interpretado como la exposición de las cadenas 

sustituidas por BrdU a los mutágenos durante la segunda división. 
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La persistencia de las lesiones inducidas originalmente en la cadena no sustituida 

con BrdU pueden expresarse como lesiones secundarias (Kaina y Aurich, 1985) 

en la 2i división celular subsecuente, pero quizás no explicaría satisfactoriamente 

el incremento de frecuencia de los ICH, en otros ciclos de división. posteriores 

como en el caso de la ENU (Rodríguez-Reyes y Morales-Ramírez, 2003). Con 

respecto a lo anterior se ha demostrado que agentes que inhiben la metilación del 

AON causan un incremento en la frecuencia de los ICHs que permanece constante 

en divisiones subsecuentes como un factor heredable (Perticone y col. , 1997; 

Albanesi y col. , 1999). 

Aunque el mecanismo propuesto por Perticone y Albanesi no ha sido demostrado 

está asociado con la desmetilación del ADN. En las obselVaciones realizadas por 

Rodríguez-Reyes y Morales-Ramírez, (2003) se obtuvo evidencia de que la ENU 

fue capaz de generar ICH, por largo tiempo en ADN no sustituido con BrdU y que 

esta constante inducción en divisiones subsecuentes puede ser debida a una 

desmetilación indirecta del ADN, causada por remoción de citocinas metiladas 

durante la reparación . En nuestros resullados el incremento de los ICH, en la 

cadena no sustituida con BrdU ocasionados por la ENU puede tener un mejor 

sustento en el planteamiento realizado por los autores referidos. La metilación del 

ADN ha sido relacionada con algunos eventos, tales como regulación de la 

expresión génica, diferenciación celular, edad, etc. Si este proceso de inducción 

de ICH, se puede generalizar a otros AA sería relevante por la relación que tiene 

con los eventos antes mencionados (Rodríguez-Reyes y Morales-Ramírez, 2003) . 

Lo anterior puede ser un punto importante a considerar en los otros AA probados 

en la presente tesis. 

6.4 Reparación de las lesiones inductoras de ICH •. 

En esta sección se analizará el planteamiento de dos de los objetivos de esta tesis 

los cuales son: 1) determinar si las células de la glándula salival de ratón reparan 

durante G 1 el daño en el ADN capaz de producir ICH" inducidos por los AA: MNU, 
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ENU, MMS y EMS in vivo, 2) determinar y comparar cual es el efecto de la 

incorporación de BrdU al ADN en la producción de daño por los AA y la reparación 

del mismo. 

La reparación prereplicativa de las lesiones inducidas por agentes metilantes 

como la 06-MeG, la 04-MeT y las metilaciones en los átomos de nitrógeno se 

realizan preferentemente por dos procesos que son BER y MGMT (Kleibl, 2002) . 

La 0 6_ MeG es una de las lesiones menos abundantes causadas por los AA 

metilantes como la MNU, pero también es una de las que causa más efectos 

adversos a las células. E$ta alteración es reparada principalmente por la MGMT 

(Pegg, 2000). 

En la introducción se mencionó que las lesiones que no son reparadas antes de 

entrar a síntesis se transforman en ICHs . Recientemente se presentó evidencia de 

que las lesiones que se forman atrás de la horquilla de replicación pueden 

erróneamente ser consideradas como lesiones persistentes (Rodríguez-Reyes y 

Morales-Ramírez, 2003). Con el presente protocolo se analizaron las lesiones que 

se originaron durante el ciclo de tratamiento antes y después de la administración 

de la BrdU y las estimaciones de su expresividad ya se analizaron en la sección 

anterior. 

Se analizó la reparación de las lesiones inductoras de los ICHs (Tabla 4) 

generadas por los AA en las cadenas del ADN sustituidas y no con BrdU. Las 

lesiones inducidas por la MNU en la 1 ª división fueron parcialmente eliminadas. 

Los resultados indican que la susceptibilidad del ADN a la inducción de los ICHs se 

incrementó el 144% en la cadena sustituida con BrdU con respecto a la que no lo 

estaba (Tabla 3) y no se repararon las lesiones en la cadena del ADN sustituida 

con BrdU; en tanto que la reparación del daño que genera ICHs en la cadena no 

sustituida fue del 50% durante la 1 a división, este tipo de lesiones al parecer no 

son muy persistentes y son susceptibles de ser reparadas. Kaina y Aurich, (1985) 

reportaron que la mayoría de los ICHs inducidos por la MNU son originados por 
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lesiones secundarias que fueron producidas en el primer ciclo de replicación. En 

nuestros resultados probablemente también se presentó el efecto descrito por los 

autores mencionados. La situación observada durante la 18 división quizás 

también pueda ser explicada en términos de una dilución del daño .y que en el 

caso de la 2' división, este efecto no sea posible observarlo porque ya no hay otro 

ciclo celular subsecuente lo que dificulta el análisis. 

La O' -MeG tiene una vida media de 20-45 horas y se elimina más rápido en el 

hígado, tejido que tiene el mayor contenido de AGT en rata (Valanis y col. , 1994). 

Además hay evidencias que indican que la O' ,MeG no parece bloquear la 

replicación ya que esta continúa sobre el sitio donde se encuentra ubicada esta 

lesión , insertándose una citosina o una timina opuesta a la base metilada, lo que 

propicia las mutaciones por transición (Kawate y col. , 1998). Además si esta lesión 

no es desmetilada por la MGMT puede ser procesada por MMR, que es el 

mecanismo por el cual la O' -MeG causa sus efectos citotóxicos y genotóxicos 

(Christmann y Kaina 2000) . 

Además la O' -MeG es una lesión que originó débilmente ICH, en el primer ciclo de 

replicación post-tratamiento, pero lue potente inductora en el segundo ciclo (Lips y 

Kaina, 2001). Si se aplica la condición anterior a nuestros resultados se esperaría 

una inducción alta de ICH, en el segundo ciclo post-tratamiento, aunque como ya 

se mencionó, si hubo reparación parcial de las lesiones generadas por las 0-

metilaciones y N-metilaciones. Cuando el tratamiento con MNU fue en el segundo 

ciclo después de BrdU, posiblemente las lesiones no se repararon 

prereplicativamente y es probable que los ICH, se originaron a partir de lesiones 

secundarias como se mencionó anteriormente. Sin embargo se sabe que la AGT 

puede remover las alteraciones O' -MeG arriba del 90% pero deja intactas las N­

alquilaciones, además de que es un sistema que se satura fácilmente (Lindahl y 

col. , 1982). 
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Más del 75% de las alquilaciones producidas por la MNU son N7-MeG y 3-MeA, 

estos aductos son álcali-lábiles y son reparados por el proceso de reparación por 

escisión (LeDoux y colo, 1991). En el caso de la reparación de las lesiones 

inductoras de ICHs causadas por la MNU durante la G1 de la 2a división quizás la 

N7-MeG, fue reparada más lentamente por las glicosilasas, como ya lo reportó 

Kyrtopoulos, (1998), quien además mencionó que la vida media de este aducto 

que fue de 55-60 horas en hígado de rata y en linfocitos humanos. 

El sistema AGT juega un papel central en la reparación de las lesiones inducidas 

por los AA como la MNU, sin embargo tejidos y células deficientes en esta 

actividad fueron generalmente más propensas a cáncer (Gerson y colo, 1994). 

Ésta deficiencia se puede manifestar de dos formas: una célula puede tener bajos 

niveles de esta actividad y no reparar bajos niveles de estos aductos, como en el 

caso de la susceptibilidad de células de cerebro de rata a la ENU que indujo 

gliomas y en tejido mamario de rata y timo de ratón por la MNU (Gerson y colo, 

1994). La otra forma es que el ADN de las células sea dañado quizás por la 

activación metabólica de un carcinógeno, y que los niveles de alquiltransferasa no 

sean suficientes para reparar adecuadamente estas lesiones. 

Como se ha mencionado, las alquiltransferasas reparan eficientemente las 

lesiones 06-MeG, sin embargo también se ha observado que algunas lesiones en 

el ADN pueden ser reparadas por diferentes rutas que compiten por la misma 

lesión. Algunos estudios han demostrado que los sistemas AGT y reparación por 

escisión de nucleótidos (NER) participan eficientemente, en la remoción de los 

aductos 06-EtG inducidos por la ENU en las líneas celulares linfoblastoides 

humanas: GM0130B (células N "normales"), GM 2250C (células X deficientes en 

reparación por escisión) y células TK6 (células A deficientes en reparación AGT) 

en estos casos participan ambos sistemas (Bronstein y colo, 1992). 

También se ha reportado que la reparación por NER puede participar en la 

reparación de 06-MeG y 04-MeT, en E. coli deficiente en la actividad MGMT y en 
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células de mamífero. Evidencias recientes apuntan a que estas dos vías coexisten 

para reparar las lesiones O'-alquilguanina y O' -alquiltimina (Singer y Hang, 1997). 

Aunque también se ha demostrado que la unión de la metiltransferasa a su 

sustrato puede interferir con NER (Samson y col., 1997). No obstante, la mayoría 

de las lesiones O' -MeG son reparadas por las metiltrasnferasas (Samson y col., 

1988). Por otro lado, se ha reportado que el aducto O'-MeT puede ser reparado 

por la AGT (Pegg, 2000). 

En la última columna de la tabla 3 también se puede observar el incremento de la 

. susceptibilidad del ADN al daño generado por el tratamiento con la ENU, que fue 

del 150% en la cadena sustituida con BrdU con respecto a la no sustituida y la 

reparación de las alteraciones en la cadena del ADN sustituida con BrdU fue del 

60%. No se observó reparación de estas en la l ' división (González-Beltrán y 

Morales-Ramírez, 1999) y además se detectó un ligero incremento en G1 

temprana con respecto a la G 1 tardía, esta situación puede tener dos vertientes: 1) 

que sean alteraciones que se expresan en el 2° ciclo como lesiones secundarias 

(Kaina y Aurich, 1985), 2) que sean persistentes y puedan inducir lesiones en el 

mismo locus en divisiones celulares subsecuentes (Morales-Ramírez y col., 1988, 

1990). 

Con relación al segundo punto del párrafo anterior hay datos en la literatura que 

refieren que las lesiones inducidas por este mutágeno se transformaron en ICH, y 

persistieron por varios ciclos de división (Charles y col., 1986). Aunque esta última 

alternativa es menos probable que suceda como ya se analizó en la sección 

anterior. Por otro lado cuando el ADN está unifilarmente sustituido con BrdU (en la 

2' división) se observó una reparación del 60% de las alteraciones inductoras de 

ICH, esto podría tener sustento en las deducciones anteriores, ya que si se 

cumple con la condición mencionada, las lesiones originadas después del 

tratamiento con BrdU son examinadas inmediatamente, por lo que si, éstas se 

expresan como lesiones secundarias o cuya persistencia induzca ICHs en ciclos 

subsecuentes, no existe la posibilidad de examinarlo ya que el protocolo sólo 
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permite el análisis de dos ciclos subsecuentes de división y por consiguiente sería 

necesario el empleo de un tercer ciclo de división lo cual técnicamente no ha sido 

posible realizar en este modelo experimental. También es posible que el daño 

producto de la sensibilización del ADN por el análogo puede ser más 

eficientemente reparado. 

Se reportó previamente que el nivel de protección de las lesiones inductoras de 

ICH, por el sistema AGT generadas por el tratamiento con ENU fue bajo (15%) 

(Kaina y col., 1993). En los resultados analizados en esta tesis se puede 

argumentar que la ausencia de reparación de las alteraciones generadoras de 

ICH, causadas por el tratamiento con la ENU, antes de la incorporación de BrdU 

puede estar en función de que los aductos como la 0 6- EtG no se repararon o se 

repararon más lentamente. Como se mencionó en la introducción estas lesiones 

se reparan más lentamente por la AGT, lo que hace suponer que estas se hayan 

transformado en secundarias. 

Así también se ha propuesto que la persistencia de los aductos 0 6-EtG varía en 

diferentes órganos (Den Engelse y col., 1987; Bronstein y col., 1992). 

El efecto de la BrdU analizado en la última columna de la tabla 3 muestra que 

incrementó 155% la susceptibilidad del ADN a las lesiones generadas por el 

tratamiento con MMS en la cadena sustituida con este análogo respecto a la que 

no lo está, la reparación de las lesiones en la cadena del ADN sustituida con BrdU, 

y no sustituida fue aproximadamente del 50%, la reparación de las lesiones fue 

parcial en la cadena no sustituida con el análogo durante el 1" ciclo, y esto puede 

ser debido a que un porcentaje bajo de lesiones se expresaron en el mismo locus 

en el subsiguiente ciclo, como también se ha reportado (Morales-Ramírez y col., 

1992). Una situación similar en cuanto a la reducción de la frecuencia de ICH, se 

observa en los estudios de Kaina y Aurich, (1985), cuando células V79 de criceto 

chino que ya habían incorporado BrdU fueron expuestas a este mutágeno por un 

ciclo antes de llevar a cabo la fijación , sugirieron que provocó lesiones primarias y 
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secundarias, pero que la reducción de las primeras fue debido a que hay una 

dilución y reparación. En linfocitos humanos se encontró que la frecuencia ICH, 

fue más alta en la G1 tardía que en la G1 temprana por lo que los autores 

concluyeron que la eliminación de las lesiones inductoras de ICH,. se efectuó 

durante esta fase del ciclo celular (Lambert y col. , 1984). 

En otro estudio se evidenció que las lesiones inductoras de ICH, causadas por el 

benzo[a)pireno (BP) , cis-platino (11) diaminodicloro (cis Pt 11), MMS y MNU fueron 

parcialmente eliminadas a las 48 horas después de la exposición, que fue el 

tiempo en el cual las células pasaron por cuatro ciclos de replicación (Popescu y 

col., 1985). Lo anterior apoya las observaciones realizadas en esta tesis con 

respecto a la reparación parcial de las lesiones inductoras de ICH, en el 10 y 20 

ciclo de división. 

Se sabe que el MMS reacciona casi exclusivamente con los anillos de nitrógeno 

de las bases púricas, particularmente con el N7 de la guanina, el N3 de la adenina 

yen un porcentaje bajo con los fosfotriesteres (Beraneck, 1990). Por lo tanto se 

infiere que la mayoría de las lesiones son inducidas directa o indirectamente por 

metilación de los nitrógenos; en particular la contribución de los aductos 3-MeA y 

N7 -MeG que parecen ser los de mayor importancia. Menos del 1 % de las lesiones 

inducidas por este mutágeno son alquilaciones en los átomos de oxígeno. Estos 

aductos formados en los átomos de nitrógeno son sustrato para las N-glicosilasas, 

las cuales remueven las bases dañadas dejando sitios apurínicos. La actividad 

alquilguanina AON transferasa no fue clara en líneas de células linfoblastoides 

humanas, en la 244B que tuvo una baja actividad AGT fue relativamente más 

sensible a la inducción de ICH, por MMS, sin embargo no se encontró una relación 

entre la actividad AGT y la sensibilidad al MMS (Schwartz y col., 1989). En 

estudios posteriores se demostró que la inactivación de la proteína AGT por este 

mutágeno es responsable de la pérdida de la reparación de las lesiones inducidas 

por este AA in vivo (Sledziewka-Gódzca y Torzewska, 1997). Por lo que la 
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estrecha inactivación de la AGT por el MMS puede jugar un papel importante en la 

modulación de la reparación del ADN alquilado in vivo. 

El sistema de reparación por escisión de nucleótidos elimina eficientemente los 

aductos de nitrógeno metilados inducidos por el MMS (Nivard y col., 1993; 

Sledziewka-Gójzca y Torzewska, 1997). Estas lesiones pueden ser eficazmente 

reparadas por la proteína Ada, lo cual constituye un proceso complementario a la 

inactivación de la AGT por este AA en E.coli (Sledziewka-Gójzca y Torzewska, 

1997). La 3-alquiladenina que es generada por este mutágeno tiene una vida 

media corta 2 a 3 horas (Brent, 1979; Medcalf y Lawley, 1981) Y probablemente se 

repara en este tiempo (Sneyder y Regan, 1982). La N7-MeG es una lesión que se 

repara muy lentamente por las glicosilasas en la mayoría de los tejidos , 

(Kyrtopoulos, 1998). Debido a que más del 90% de las alquilaciones inducidas por 

el MMS son generadas por la 3-MeA y la N7 -MeG (Beraneck, 1990), es muy 

probable que no todas las lesiones inductoras de ICH, generadas por el MMS 

sean reparadas, como se observó en los resultados obtenidos en esta tesis. 

También es posible que la N7-MeG debido a su larga vida media trascienda la 

división celular y se procese como una lesión inductora de ICH, en el siguiente 

ciclo de replicación. Se ha mencionado que las lesiones causadas por el MMS se 

reparan por reparación post-replicativa (Smirnova y Klein, 2003), ·pero también se 

puede estimular la recombinaci6n homóloga lo cual sugiere que el daño se cubre 

parcialmente incluso el ciclo celular juega un papel importante en determinar cual 

ruta será usada para la reparación. 

La 3-MeA es eficientement~ reparada por todas las células que reparan o no los 

aductos 06-MeG (Day y col., 1984). E. coli tiene dos genes que codifican para la 

3-metiladenina glicosilasa, el gene lag que es altamente especializado para la 

escisión de la 3-MeA y el gene AlkA que codifica para otra 3-metiladenina 

glicosilasa, que remueve la 3-MeA, la N7-MeG y un número menor de aductos, 

esta glicosilasa es inducible como parte de la respuesta Ada (Mates y col., 1996; 

Sedgwick y Lindahl, 2002). Estas proteínas están presentes de bacterias a 
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humanos e inician la reparación por escisión de bases. En mamíferos estas 

proteínas tienen un amplio sustrato que también incluye a la N7-MeG (Engelward 

y col., 1998). La citada glicosilasa hidroliza la unión glicosídica Cl-N liberando las 

bases dañadas del ADN con lo que resultan sitios abásicos que son reparados por 

escisión (Laban y col., 1996). 

Las N-metilaciones inducidas por el MMS difícilmente cuentan con propiedades 

bloqueadoras de la replicación. Por lo tanto la recombinación entre cromosomas 

homólogos puede ser inducida por este AA en la horquilla de la replicación , 

cuando los huecos de la cadena sencilla del ADN actúan como intermediarios 

durante la reparación de las N-alquilaciones o lesiones secundarias tales como, 

sitios abásicos producto de la reparación por BER que son convertidos en DSB 

(Wijnhoven y col., 2003) . 

En tanto que con el tratamiento con EMS el incremento de la susceptibilidad del 

ADN al daño generado por este AA fue sólo del 45% en la cadena sustituida con 

BrdU con respecto a la no sustituida, ver última columna de la tabla 3. Alrededor 

del 60% de las lesiones producidas por este mutágeno fueron eliminadas de la 

cadena no sustituida con el análogo, lo cual indica que éstas fueron más 

eficientemente reparadas por las células y probablemente sólo una pequeña 

fracción de estas lesiones originaron ICH, en el ciclo celular subsecuente, como 

también se ha reportado (Morales-Ramírez y col. , 1995a) una sexta parte de las 

lesiones inducidas por EMS fueron capaces de inducir ICH, en el mismo locus. La 

situación en la cadena sustituida con BrdU difiere un poco de lo anterior ya que el 

porcentaje de lesiones reparadas fue sólo del 20% por lo tanto puede ser que este 

tipo de lesiones sean persistentes. 

El efecto que tiene la BrdU sobre el ADN y la sensibilización al daño que induce 

este análogo es muy similar para los mutágenos MNU, ENU, y MMS sin embargo 

difieren en el tipo de daño que se ocasionan al reaccionar con la molécula 

modificada de ADN, así como en su reparabilidad. 
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Por lo que respecta al EMS, alrededor del 74% del total de alquilaciones inducidas 

por este AA son generadas por la 3-alquiladenina y la N7-EtG; en cuanto a la 

reparación de las lesiones inductoras de ICH" las generadas en la l ' división 

fueron reparadas más eficientemente que las de la 2' división y esto 

probablemente se debe a que el tipo de lesiones que genera tienen vida media 

más corta como la 3-alquiladenina o más largas como la N7 -MeG lo cual se revisó 

anteriormente y que por lo mismo no fueron reparadas eficientemente. 

No hay una correlación clara entre la producción de 0 6-MeG y el nivel de 

protección de la proteína. Lo anterior se puede inferir de los datos de Kaina y col. 

(1993) obtenidos en las líneas Tk40-AT8 de células CHO. Ellos observaron que el 

nivel de protección de lesiones inductoras de ICH, fue 92% para la MNU, 54% en 

el caso del EMS, 52% para el MMS y 15% para la ENU, y que por otro lado la 

cantidad de 0 6-MeG inducida por estos AA in vivo expresada como porcentaje 

total de alquilación fue 0.3% para el MMS, 8.2% para la MNU, 2.6% en el caso del 

EMS y 12.7% para la ENU (Beraneck, 1990). 

Por lo referido en el párrafo anterior los autores dedujeron que la las lesiones 

generadas por la MNU tuvieron la protección más alta y la ENU la más baja, sin 

embargo agentes como el MMS que produce una imperceptible 'cantidad de 0 6_ 

alquilguanina no tuvieron una protección total. Las observaciones de Liem y col. 

(1994) referente a la eficiente reparación de los aductos 0 6-EtG generados por la 

ENU, contrastan con las de Kaina y col. (1993) y con las observaciones realizadas 

en esta tesis (Tabla 4) . En otro estudio realizado en ratas transgénicas que 

expresan Ada-C se detectó que fueron sensibles a la inducción de tumores 

generados por la ENU y probablemente el efecto observado haya sido por la lenta 

reparación de los aductos 0 6-EtG (Pegg, 1990; Engelbergs y col. , 1998). 

No todas las lesiones en el genoma pueden ser reparadas eficientemente, aunque 

los sistemas de reparación son capaces de remover todos los tipos de lesiones a 

tiempo para que se realice la replicación; pero puede ocurrir que en células 
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eficientes como en las deficientes en reparación, que si el daño en el ADN no ha 

sido reparado antes de llegar a la horquilla de replicación puede bloquear la 

síntesis del ADN, lo que puede conducir a apoptosis. Las células pueden evitar 

esto por medio de los mecanismos de. la síntesis de ADN por translesiones (TLS) 

que es el proceso por el cual se lleva a cabo la síntesis pasando por estas 

alteraciones (Masutani y col. , 2000; Sarasin, 2003) . Este es un proceso alternativo 

que restaura los sitios abásicos. 

Una de las funciones primarias de MMR es corregir la persistencia de errores que 

aún continúan hasta la replicación del ADN para ev.itar la acumulación de 

mutaciones deletéreas. Este sistema que reconoce los apareamientos erróneos de 

la O·-MeG trata de corregirlos con intentos repetitivos lo cual origina rompimientos 

en la cadena nuevamente sintetizada, opuesta a la cadena en donde se encuentra 

la O·-MeG. Estos rompimientos son convertidos en rompimientos dobles por el 

proceso de MMR que los transforma en lesiones secundarias en la próxima fase 

S, que es la segunda después del tratamiento y lo cual puede estimular el proceso 

de apoptosis (Ochs y Kaina, 2000). Esta deficiencia en este sistema de reparación 

incrementa la resistencia o tolerancia a los AA (Lindahl y Wood, 1999). 

Las lesiones O· -MeG inhiben la reparación por replicación de la polimerasa ~ que 

es probable que replique, a través de la persistencia de la O·-MeG in vivo, cuando 

la reparación por MGMT está saturada o se ha perdido. Aunque se ha reportado 

que esta enzima fue incapaz de replicar a través de esta lesión, después se 

demostró que si lo realiza deficiente mente (Singh y col. , 1996). 

Cuando se presentan mutaciones en las proteínas de la replicación o bloqueo de 

la progresión de la horquilla de replicación por aductos exógenos, pueden resultar 

lesiones en el ADN e intermediarios mutagénicos de la replicación. Para sobrevivir 

las células cuentan con sistemas como SER, NER Y HR para detener esos 

eventos, pero si estos mecanismos de reparación que son libres de error son 

incapaces de reparar las lesiones; las células cuentan con otras rutas alternativas 
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que les permiten tolerar y estabilizar las perturbaciones del genoma. Por ejemplo 

la activación del punto de control de la fase S que se ha demostrado suprime la 

inestabilidad genómica en levaduras y es requerida para tolerar las lesiones 

irreparables, estabilizándolas y permitiendo que la horquilla de replicación pase 

por ellas, dado que las células cuentan con un repertorio de ADN polimerasas 

translesión, especializadas que las asisten. Aunque muchas de estas polimerasas 

son propensas a error y causan mutaciones (Kai y Wang, 2003). 

En la sección 5.6 se analizaron los datos de la frecuencia acumulada de los ICH, 

por célula de las poblaciones Se observó que en general la mayoría de las células . 

son susceptibles al daño generado por los AA y que éste puede variar en mayor o 

menor grado lo cual probablemente, también está en función de los sistemas de 

protección que tienen las células. 

Es importante señalar que el efecto a nivel celular (Tabla 1) se puede observar en 

las poblaciones celulares como se observa en la figura 8 los datos obtenidos de 

las células tratadas con MNU en G1 temprana de la l' división dieron valores de 

ICH, más bajos que los encontrados en la G1 tardía lo cual está de acuerdo con 

las estimaciones realizadas en la primera columna de la tabla 4, y con respecto a 

la reparación de las lesiones inductoras de los ICH, se aprecia que hubo 

eliminación parcial de éstas, lo cual se deduce de los valores de la G 1 temprana. 

En la 2' división la situación no está tan clara como en la 1' ; la curva de la G 1 

temprana no se desplazó hacia valores de ICH, más bajos y prácticamente esta 

curva es igual a la curva de G 1 tardía, lo cual también indica la menor eficiencia de 

las células para reparar el daño. Una situación similar fue observada también 

durante G 1 en células de la glándula salival de ratón que fueron tratadas con 

mitomicina C (MMC) , en la l ' división hubo una reparación parcial de las lesiones 

inductoras de ICH, y no hubo diferencias en la generación de ICH, en la G1 

temprana y tardía de la 2' división (Morales-Ramírez y col. , 1995b). 
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En la figura 9 se muestran las curvas de la frecuencia acumulada de las células 

tratadas con ENU, es notable observar como en la de G1 temprana de l ' división 

dio valores de ICH, más altos que los obtenidos para la de G1 tardía esto también 

es acorde con lo que se analizó en la primera columna de la tabla 4, es decir no se 

repararon las lesiones en la G 1, incluso éstas se incrementaron más en la G 1 

temprana. En cambio las lesiones inducidas en la 2" división fueron reparadas 

parcialmente, esto se puede ver claramente al comparar las curvas G 1 temprana y 

tardía, este mismo efecto se notó en la última columna de la tabla 4. 

En la figura 10 se aprecian las curvas de la frecuencia acumulada de las células 

tratadas con MMS en este caso las de G 1 tardía de la l' y 2' división se 

desplazaron a valores de ICH, más altos que los de las curvas de la G 1 temprana 

lo cual se puede interpretar como una reparación parcial de las lesiones en ambas 

divisiones. 

En la figura 11 se observan las curvas obtenidas por la exposición al EMS, estas 

indican que la inducción de ICH, antes y después de la incorporación de BrdU fue 

casi idéntica pero que hay diferencias en cuanto a la reparación de las lesiones 

inducidas antes y después de la incorporación del análogo. Las lesiones inducidas 

durante la 1 il división fueron más eficientemente reparadas que las inducidas en la 

2' . La misma observación se realizó en la primera y última columna de la tabla 4 

respecto a la reparación de lesiones por célula. 

6,5 Estrés celular 

No está muy claro porque el daño inducido por metilación estimula señales que no 

se inducen con la etilación, en los estudios de Wilhelm y col. (1997) y Wichmann y 

col. (2003) no se midieron los niveles de alquilación celular por lo que esto dificulta 

en parte la interpretación. Aunque en las observaciones realizadas por estos 

autores indican que la metilación vía el intermediario metanodiazodium realizó un 

papel importante en la modulación de MAPKs. 
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El MMS modifica la actividad JNKlSAPK inducida por este agente inhibiendo el 

nivel intracelular de glutatión (GSH) y NAC. GSH y otros tioles realizan un papel 

crucial en la desintoxicación de compuestos carcinogénicos (Wilhelm y col., 1997). 

Este AA causa un rápido decrecimiento en el contenido celular de GSH. 

Las observaciones indican que las diferencias encontradas en cuanto a la 

capacidad de respuesta al estrés celular pueden ser debidas a varios factores 

inclusive el tipo de reacción SN 1 típica de las nitrosoureas y SN2 que opera en los 

alcanosulfonatos, aunque también se ha propuesto la participación de algunos 

complejos proteínicos que modulan las señales en la trasducción y que ayudan en 

la desintoxicación celular inducida por algunos compuestos estresantes. Sin 

embargo hay que tener cautela cuando se asocia el daño al ADN y la activación 

de las señales, ya que en la mayoría de los estudios realizados este daño no se 

midió directamente, lo cual complica la interpretación (Wichmann y col., 2003). 

Los mecanismos de toxicidad se estudiaron en hepatocitos de rata cultivados y 

tratados con MMS, se determinó que este AA puede propiciar que los niveles de 

glutatión (GSH) bajen abruptamente con lo cual se sensibilizan estas células a las 

especies de oxígeno parcialmente reducidas, este estrés oxidativo normalmente 

es desintoxicado por el mecanismo GSH. Cuando se activan estas especies de 

oxígeno son tóxicas para las células, el MMS mata a las células por un mecanismo 

oxidativo que depende del origen del ión hierro y es acompañado de peroxidación 

lipídica que hace a las membranas de las células propensas a este daño 

(Mizumoto y col., 1993). 

La MNU es un compuesto carcinogénico que causa estrés en ratas, sin embargo 

fueron necesarias altas dosis (50 mglkg de peso) para inducir desde reacciones 

inflamatorias severas en pulmón y piel, hasta adenocarcinomas en colon, I?n 

cuatro de seis animales tratados (Mabrouk y col., 2003). 
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6.6 Apoptosis 

Muchos estudios han demostrado que la respuesta inicial de las células cuando se 

presenta daño en el ADN es repararlo. sin embargo si el nivel del daño incrementa 

se estimulan otros eventos como son el arresto del ciclo celular o apoptosis. La 

proteína p53 modula algunas funciones celulares tales como transcripción génica. 

síntesis de ADN, arresto del ciclo celular, vejez y apoptosis (Slee y col. , 2004). Los 

niveles de p53 se incrementan dramáticamente en respuesta a estresares como: 

radiaciones "ionizantes, radiación ultravioleta, hipoxia, shock por calor, activación 

oncogénica y drogas citotóxicas (Slee y col., 2004). Apoptosis es el mecanismo 

dominante por el cual p53 inhibe el desarrollo de tumores (Slee y col., 2004). El 

arresto celular puede ser algunas veces permanente, pero también puede ser 

reversible permitiendo a las células reparar el daño al ADN. El mecanismo de 

apoptosis previene la expansión clonal de las células que no repararon el daño 

que puede conducir a eventos de mutación y carcinogénesis (Berstein y col., 

2002). 

Las células del intestino delgado del ratón son ideales para estudios de apoptosis 

y frecuencia de mutación inducidos por agentes que dañan el ADN tales como los 

agentes alquilantes y la radiación y . Se reportó que una dosis de 100 mglkg de 

MNU causó apoptosis en estas células de intestino delgado de ratones (Toft y col., 

2000), aunque como se sabe la AGT protege a las células de los efectos de la O·· 

MeG (Pegg, 2000) también se ha observado que los AA son capaces de inactivar 

a la AGT reduciendo el contenido celular de esta proteína (Pegg y Byers, 1992). 

Las evidencias indican que la reducción de la actividad AGT no elevó los niveles 

de apoptosis en células de intestino delgado después del tratamiento con AA 

metilantes (Toft y col. , 2000). 

En la introducción se mencionó que las células deficientes en sistemas de 

reparación MGMT son más sensibles a la inducción de apoptosis que las que son 

eficientes (Kaina y col., 1997; Tominaga y col., 1997; Meikrantz y col. , 1998). 
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Además, se ha reportado que los tratamientos con AA in vivo reducen 

parcialmente la actividad MGMT (Toft y col. , 2000). Pero también numerosos 

estudios indican que la AGT repara eficientemente la lesión O' ·meG (Pegg, 2000). 

La habilidad de p53 para inducir apoptosis en células cultivadas es bien conocida. 

Sin embargo esta respuesta no siempre se refleja en estudios in vivo porque varia 

de tejido a tejido cuando se exponen a radiación gamma. En estudios realizados 

en ratones este tipo de radiación causó activación de p53 en tejidos tales como: 

bazo, timo, médula ósea, intestino y riñón. En otro segundo grupo de tejidos, los 

cuales incluyen: miocardio, glándulas salivales, glándulas adrenales y osteocitos, 

mostraron altos niveles de p53 pero no se estimuló el proceso de apoptosis (S lee 

y col. , 2004). Las evidencias anteriores sugieren que aún es necesario clarificar 

más los eventos de apoptosis, principalmente porque la mayor parte de los 

estudios que hayal respecto se han realizado in vitro lo que dificulta más el 

análisis. La respuesta a estos eventos probablemente dependerá de la dosis 

empleada y el tratar de establecer comparaciones entre sistemas in vivo e in vitro 

complica la interpretación, por lo cual hay que ser cautelosos. 

Desde luego que las observaciones realizadas en esta tesis no descartan la 

posibilidad de que se hayan presentado algunos eventos que no' se identificaron, 

como apoptosis , pero también las dosis empleadas fueron las adecuadas para 

generar lesiones en el ADN que se transformaron en ICH,. 

Se observó que las células progenitoras de médula ósea y de epitelio de ratones 

son extraordinariamente sensibles a los AA por la persistencia de O' ·MeG, estas 

se dividen rápidamente y pueden morir por apoptosis después de arresto en G,/M 

en el segundo ciclo de proliferación celular; lo anterior puede conducir a estos 

órganos vitales a una disfunción (Kawate y col., 1998). Los AA inducen muerte 

celular por apoptosis en líneas celulares embrionarias deficientes en actividad 

metiltransferasa (Tominaga y col. , 1997). 
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Se ha sugerido que la apoptosis es un proceso de respuesta tardía ya que no se 

presenta antes de 2 ó 3 días después del tratamiento con MNNG, y la máxima 

producción se induce de 96 a 120 horas. Por lo tanto es altamente improbable que 

la unión de las proteínas de MMR a la lesión O'-MeG pueda directamente proveer 

la señal activadora de la cascada apoptótica (Ochs y Kaina, 2000; Kaina y 

Christmann, 2002). Los efectos tóxicos de los AA causarán la eliminación de 

células con niveles más altos de daño en el ADN y las células dañadas 

subletalmente, no obstante que lleven la O' -MeG en su ADN sobrevivirán y 

entraran a una hiperplasia restaurativa reemplazando las células muertas en los 

tejidos (Margison y col., 2002), 

SER repara las N-alquilaciones como la NY-MeG, N3-MeA y N3-MeG del ADN. 

Las células que son deficientes en la actividad ADN polimerasa ~ son 

hipersensibles a los AA y responden con una alta frecuencia de apoptosis similar 

a la estimulada por la O' -MeG (Kaina, 2003). 

Tomando en consideración que la señal apoptótica se determina por la presencia 

de lesiones en el ADN durante la síntesis, las células analizables para ICH, son 

aquellas que no entran en apoptosis. Además, las dosis empleadas de los AA son 

subtóxicas por lo que la inducción de este proceso seguramente es muy baja en 

las células de la glándula salival estudiadas en este trabajo. 
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7, CONCLUSIONES 

Por lo que se refiere al objetivo principal de este trabajo se puede concluir que: 

t) Las lesiones inductoras de ICH, generadas por la exposición a .Ia MNU, el 

MMS y el EMS, fueron reparadas parcialmente por las células de la glándula 

salival en tanto que las originadas por la ENU no fueron reparadas por estas 

células durante la G1 de la l ' división. 

2) Estas células sólo repararon parcialmente las lesiones inducidas por la ENU y 

el MMS en la cadena de ADN sustituida con BrdU. Las lesiones inducidas por 

el EMS fueron levemente reparadas y las originadas por la MNU no fueron 

reparadas por las células durante la G1 de la 2' división. 

Las conclusiones que se obtuvieron para los objetivos particulares son: 

1) Los compuestos motivo de estudio, como las nitrosoureas generaron más 

ICH, que los metanosulfonatos en las células de la glándula salival y entre 

éstos los metilantes como la MNU y el MMS fueron más eficientes inductores 

de ICH, que los etilantes como la ENU y el EMS. La MNU fue la más eficiente 

inductora de ICH, y el EMS fue menos inductor de lesiones generadoras de 

dichos eventos. 

2) Las células de la glándula salival repararon parte de las lesiones inductoras de 

ICH, durante G1, que fueron generadas por la MNU, el MMS y el EMS durante 

la G1 de la l' y 2' división; pero no repararon las inducidas por la ENU y la 

MNU durante la G1 de la l ' y 2', división respectivamente, Esto se debe 

básicamente a que los compuestos referidos generan lesiones que son más 

persistentes. 

3) La BrdU tuvo un efecto sensibilizador sobre la molécula de ADN, que la hizo 

más susceptible al daño generado por los compuestos estudiados, lo que 

ocasionó lesiones inductoras de ICH, producto de la reacción del análogo con 

el ADN. Se determinó que este efecto fue igual para la MNU, la ENU y el MMS 

y 3 veces menor para el EMS. 
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9. APÉNDICE 

Preparación de las soluciones 

Solución salina balanceada (Gey) 

Reactivo Gramos por cada litro de agua 

bidestilada 

NaCI 8.0 

KCI 0.355 

Na2HP047H20 0.225 

KH2 P04 0.07 

NaHC03 0.250 

Dextrosa 2.0 

Ajustar a pH 7.4, guardar a 4 ºC 

Paul,1961. 

Solución hipotónica 0.075 M 

Gramos por cada litro de agua 
Reactivo bidestilada 

KCI 5.592 

116 



Tamizado del Carbón Activado (vegetal) 

Carbón Activado 

HCI 1N 

NaOH 1N 

Malla para tamizar (200) Abertura por pulgada 0.0029 

Malla para tamizar (350) Abertura por pulgada 0.0017 

Hacer lavados al carbón activado con HCI, después hacer lavados con NaOH y 

eliminar el sobrenadante, posteriormente hacer varios lavados con agua 

bidestilada hasta obtener un pH de 6-7 en el sobrenadante. 

Secar a 60º C hasta deshidratar y después a 120º C por dos horas. 

Tamizar en malla (200) y después en malla (350). 

Preparación de la solución de BrdU (0.6 mg/g de peso) 

BrdU 20 mg 

Carbón activado 100 mg 

H20 bidestilada estéril 1 mi 

La cantidad de la solución a preparar dependerá del número de ratones del 

experimento. 

Disolver la BrdU en agua bidestilada, agregar el carbón activado previamente 

deshidratado a la flama y mezclar bien, mantener en oscuridad. 
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Preparación del Hoechst 33258 

Hoechst 25 mg 

H20 bidestilada 10 mi 

Mezclar y proteger de la luz 

Preparación del amortiguador para diferenciación 

Na3C6Hs0 7 2H2O 2.36 9 

H20 bid estilada 100 mi 

NaH2P04H2O 0.221 9 

H20 bidestilada 10 mi 

Se ajusta el pH a 7.0 con el fosfato de sodio monobásico 

Preparación de solución salina de citrato 2X 

NaCI 1.75 9 

Na3C6Hs0 7 2H2O 0.88 9 

H20 bidestilada 100 mi 
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Técnica para la tinción diferencial de las cromátidas hermanas 

A 1 mi de Hoechst agregar 9 mi de agua bidestilada y diluir 1: 1 con amortiguador 

para diferenciación. Agregar la cantidad ne~esaria de la solución anterior a las 

laminillas para poner sobre esto un cubreobjetos No 1 de 24x50 mm, cubrir de la 

luz y dejar 10 minutos a temperatura ambiente. 

Diluir el amortiguador para diferenciación 1: 1 con agua bidestilada alrededor del 

cubreobjetos para evitar la evaporación y poner las laminillas bajo lámpara de luz 

negra de 15 watts, dejar por 60 minutos, sacar las laminillas y enjuagar con agua 

bidestilada desgonzada. 

En una caja de coplin poner solución salina de citrato 2X a 60º e, sumergir las 

laminillas y dejar por 15 minutos. Sacar las laminillas, sumergirlas en agua 

bidestilada a 60º e y enjuagar con agua bidestilada a temperatura ambiente. 

Teñir con Giemsa por 30 minutos. 

Amortiguador salino de fosfatos 0.01 M, pH 6.8 

NaH2P04H2O 0.70g 

Na2HP04H2O 0.69 g 

H20 100 mi 

Mezclar y ajustar el pH a 6.8 
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Preparación del colorante Giemsa 

Azul de metileno (Merck) 0.8 g 

Glicerina 50ml 

Metanol 50ml 

Calentar la glicerina a 60º C, agregar el colorante mezclar y dejar a temperatura 

ambiente, después agregar el metanollentamente y dejar en almacenamiento. 

Amortiguador de fosfatos 1.0 g 

H20 bidestilada 100 mi 

Quitar 10 mi de la solución y agregar 10 mal de colorante 

Tinción de las laminillas con Giemsa 

Tomar 90 mi del amortiguador salino de fosfatos 0.01 M Y agregar 10 mi de 

colorante Giemsa. 

Teñir las laminillas por 30 minutos y enjuagar. 
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Fijador Carnoy 

Ácido acético 250 mi 

Metanol 750 mi 

Mezclar y mantener en refrigeración. 
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