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RRRRRESUMENESUMENESUMENESUMENESUMEN
El estudio de la persistencia de lesiones involucradas en la producción de intercambios en las cromátidas hermanas (ICH),
podría contribuir al conocimiento del significado biológico y al del mecanismo de formación de este fenómeno. Numerosas
evidencias indican que los agentes alquilantes (AA) son buenos inductores de ICH, y aunque se conocen las lesiones que
producen los AA sobre los sitios nucleofílicos del ADN, no se ha esclarecido de manera concluyente cuáles están
involucradas en la generación de ICH. Dichas lesiones son altamente persistentes, ya que producen ICH varios días después
del tratamiento en células en reposo. En células en división pueden trascender la etapa G

11111
 y varias divisiones celulares,

incluso pueden dar lugar a ICH en el mismo locus en dos ciclos de división celular subsecuentes. Esto ha sido evaluado
mediante diferentes protocolos que se describen en este trabajo. La persistencia de la inducción de ICH posiblemente está
relacionada con la de aductos producidos por alquilación, así como con otros eventos como transformación celular,
tolerancia al daño causado por ciertos AA y alteraciones en el proceso de metilación del ADN.
Palabras Clave: ICH, lesiones, persistencia, agentes alquilantes.

AAAAABSTRACTBSTRACTBSTRACTBSTRACTBSTRACT
The study of lesion persistence that elicit sister chromatid exchanges (SCE) would provide an approach to the biological
significance of SCE and to the mechanism(s) of formation. Much evidence indicates that alkylating agents (AA) efficiently
induce SCE in several biological systems. Lesions produced on DNA by alkylation of nucleophilic sites are well known,
although it has not been elucidated which are involved in SCE formation. These lesions are persistent in that they induce SCE
in non-dividing cells several days after treatment, and in proliferating cells, even persisting along the G11111 phase or various cell
cycles; in addition, they could cause SCE at the same locus in two successive cell divisions. These observations have been
carried on employing different protocols that are described in this review. The persistence of SCE induction is possibly related
with the persistence adducts, cellular transformation, damage tolerance, and DNA methylation disturbances.
Key Words: SCE, lesions, persistence, alkylating agent.
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Los intercambios en las cromátidas hermanas (ICH), son
transposiciones simétricas y equivalentes en las cromátidas de
un mismo cromosoma. Son manifestaciones citogenéticas de
rompimientos de doble banda en el ADN e intercambio a nivel
de sitios homólogos en las dos cromátidas de un cromosoma2

(Fig. 2). Usualmente son visualizados mediante el empleo de
técnicas de tinción diferencial de las cromátidas hermanas, las
que se basan en la incorporación al ADN de análogos como la
bromodesoxiuridina (BrdU), durante dos ciclos de división
celular sucesivos (Fig. 3). Aunque la BrdU induce ICH3 y puede
afectar la producción de este fenómeno por los mutágenos4,5,
hay reportes que indican que este evento se produce de manera
espontánea a una tasa muy baja6-8.

Los agentes ambientales físicos como la radiación ionizante o
la luz ultravioleta y los químicos, entre ellos los alquilantes,
causan diversos tipos de lesiones primarias en el ADN, tales
como rompimientos de banda, dímeros de pirimidina, aductos
en diferentes sitios de la molécula, enlaces cruzados inter e
intrabanda, etc. (Fig. 1). Entre las consecuencias que se derivan
del daño al ADN, se pueden mencionar los siguientes eventos:
letalidad, apoptosis, reparación, mutación, transformación y la
expresión de índices citogenéticos: aberraciones cromosómicas
e intercambios en las cromátidas hermanas1.

IIIIINTRODUCCIÓNNTRODUCCIÓNNTRODUCCIÓNNTRODUCCIÓNNTRODUCCIÓN
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El análisis del ICH ha sido considerado como un ensayo
sensible para estudiar los efectos genotóxicos de mutágenos
ambientales en modelos experimentales, e incluso, como
dosímetro de la exposición humana9. Sin embargo, aún no se
conoce la naturaleza de las lesiones causantes de este evento, a
pesar de que se han realizado numerosos trabajos tratando de
descartar entre monoaductos y enlaces cruzados10,11, dímeros de
pirimidinas12, rompimientos de banda sencilla13 o doble14. A la
fecha no existen resultados que permitan obtener conclusiones
definitivas, y dada la variedad de mutágenos inductores de ICH
y de las interacciones que éstos tienen con el ADN, se ha
propuesto que este fenómeno no es el resultado de una lesión
específica, sino de varios tipos15.

Aunque no se han podido esclarecer los mecanismos moleculares
a través de los cuales las lesiones dan lugar a ICH, ni se ha
determinado el significado biológico de este evento, existen
evidencias claras de que los ICH ocurren durante la síntesis (S)
del ADN16, e incluso en o cerca de la horquilla de duplicación17,
y como consecuencia de lesiones o de la inhibición de la síntesis
del ADN18.

El hecho de que los ICH sean intercambios de banda doble de
ADN, implica que ocurren a través de un proceso de

Figura 1. Diferentes tipos de lesiones en el ADN (Figura 1. Diferentes tipos de lesiones en el ADN (Figura 1. Diferentes tipos de lesiones en el ADN (Figura 1. Diferentes tipos de lesiones en el ADN (Figura 1. Diferentes tipos de lesiones en el ADN (mmmmmodificado deodificado deodificado deodificado deodificado de
Vogel, 1991).Vogel, 1991).Vogel, 1991).Vogel, 1991).Vogel, 1991).

Base dañada

Ruptura doble

recombinación. En el caso de las lesiones inductoras de ICH,
este proceso podría dar lugar a que éstas fueran eliminadas o a
que fueran toleradas durante la duplicación, para ser reparadas
en la interfase subsecuente. Si la lesión persiste y puede inducir
ICH en divisiones sucesivas, se puede considerar que, en este
caso, los ICH serían la consecuencia de la tolerancia de las
lesiones19,20.

El estudio de la persistencia de lesiones inductoras de ICH
resulta interesante, ya que podría contribuir al conocimiento del
significado biológico de este indicador de daño genotóxico.

Dentro de la gama de agentes inductores de ICH están los
agentes alquilantes (AA), de los cuales se conocen ampliamente
el tipo de lesiones que producen en el ADN. En el presente
trabajo, se revisará el tema de la persistencia de las lesiones
causadas por los AA e involucradas en la producción de ICH.

IIIIINTERACCIÓNNTERACCIÓNNTERACCIÓNNTERACCIÓNNTERACCIÓN     DEDEDEDEDE     LOSLOSLOSLOSLOS     AGENTESAGENTESAGENTESAGENTESAGENTES     ALQUILANTESALQUILANTESALQUILANTESALQUILANTESALQUILANTES     CONCONCONCONCON     ELELELELEL     ADNADNADNADNADN
Los AA son un grupo de mutágenos y carcinógenos que
reaccionan fácilmente con el ADN, ya sea directamente o
después de su activación metabólica. Durante esa reacción, en
la que participan los radicales alquilo y sitios nucleofílicos del
ADN, se forman aductos. Los radicales generados por los AA

Figura 2. Fotomicrografías de cromosomas metafásicos de una célula deFigura 2. Fotomicrografías de cromosomas metafásicos de una célula deFigura 2. Fotomicrografías de cromosomas metafásicos de una célula deFigura 2. Fotomicrografías de cromosomas metafásicos de una célula deFigura 2. Fotomicrografías de cromosomas metafásicos de una célula de
la médula ósea de ratón, en la cual se puede ver la presencia dela médula ósea de ratón, en la cual se puede ver la presencia dela médula ósea de ratón, en la cual se puede ver la presencia dela médula ósea de ratón, en la cual se puede ver la presencia dela médula ósea de ratón, en la cual se puede ver la presencia de
intercambios en las cromátidas hermanas (ICH) de varios de losintercambios en las cromátidas hermanas (ICH) de varios de losintercambios en las cromátidas hermanas (ICH) de varios de losintercambios en las cromátidas hermanas (ICH) de varios de losintercambios en las cromátidas hermanas (ICH) de varios de los
cromosomas.cromosomas.cromosomas.cromosomas.cromosomas.
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Figura 3. Esquema que muestra el protocolo de incorporación deFigura 3. Esquema que muestra el protocolo de incorporación deFigura 3. Esquema que muestra el protocolo de incorporación deFigura 3. Esquema que muestra el protocolo de incorporación deFigura 3. Esquema que muestra el protocolo de incorporación de
bromodesoxiuridina (BrdU) durante la síntesis del ADN, en dos ciclosbromodesoxiuridina (BrdU) durante la síntesis del ADN, en dos ciclosbromodesoxiuridina (BrdU) durante la síntesis del ADN, en dos ciclosbromodesoxiuridina (BrdU) durante la síntesis del ADN, en dos ciclosbromodesoxiuridina (BrdU) durante la síntesis del ADN, en dos ciclos
sucesivos de división celular: a) las líneas continuas simbolizan lassucesivos de división celular: a) las líneas continuas simbolizan lassucesivos de división celular: a) las líneas continuas simbolizan lassucesivos de división celular: a) las líneas continuas simbolizan lassucesivos de división celular: a) las líneas continuas simbolizan las
cadenas originales de ADN y las líneas discontinuas las que hancadenas originales de ADN y las líneas discontinuas las que hancadenas originales de ADN y las líneas discontinuas las que hancadenas originales de ADN y las líneas discontinuas las que hancadenas originales de ADN y las líneas discontinuas las que han
incorporado BrdU; el asterisco representa la presencia de una lesión enincorporado BrdU; el asterisco representa la presencia de una lesión enincorporado BrdU; el asterisco representa la presencia de una lesión enincorporado BrdU; el asterisco representa la presencia de una lesión enincorporado BrdU; el asterisco representa la presencia de una lesión en
el ADN; b) aspecto al microscopio de dos cromosomas que muestran susel ADN; b) aspecto al microscopio de dos cromosomas que muestran susel ADN; b) aspecto al microscopio de dos cromosomas que muestran susel ADN; b) aspecto al microscopio de dos cromosomas que muestran susel ADN; b) aspecto al microscopio de dos cromosomas que muestran sus
cromátidas hermanas con tinción diferencial, debida a la incorporacióncromátidas hermanas con tinción diferencial, debida a la incorporacióncromátidas hermanas con tinción diferencial, debida a la incorporacióncromátidas hermanas con tinción diferencial, debida a la incorporacióncromátidas hermanas con tinción diferencial, debida a la incorporación
de BrdU, tal como se ilustra en a. A la derecha se observa un cromosomade BrdU, tal como se ilustra en a. A la derecha se observa un cromosomade BrdU, tal como se ilustra en a. A la derecha se observa un cromosomade BrdU, tal como se ilustra en a. A la derecha se observa un cromosomade BrdU, tal como se ilustra en a. A la derecha se observa un cromosoma
en el que ha ocurrido un ICH.en el que ha ocurrido un ICH.en el que ha ocurrido un ICH.en el que ha ocurrido un ICH.en el que ha ocurrido un ICH.
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pueden ser de estructura sencilla como metilos, etilos o más
compleja, como grupos epóxido. Los AA se clasifican de
acuerdo con el número de sus grupos activos en:
monofuncionales como el metil y el etil metanosulfonatos
(MMS y EMS), la metil y la etilnitrosoureas (MNU y ENU),
la dimetil y la dietilnitrosaminas (DMN y DEN) y la metil y
la etil-N-nitrosoguanidinas (MNNG y ENNG); bifuncionales
o polifuncionales como la mitomicina C (MMC), la
ciclofosfamida (CP), las cloro y bis(cloroetil)nitrosoureas
(CENU y BCNU) y la 3(4-amino-2metil-5-pirimidinil)metil-
1-2(cloroetil)-1-nitrosourea (ACNU), y la trietilenemelamina
(TEM)1 (Cuadro I).

Estudios de dosimetría molecular y de reacciones cinéticas,
han permitido conocer los patrones de alquilación que AA
conocidos producen en el ADN. Los AA son moléculas

electrofílicas, las cuales, durante la interacción con las bases
del ADN, que son nucleofílicas, forman radicales que se unen
mediante enlaces covalentes a los átomos de nitrógeno (N) y
a los átomos de oxígeno (O) de las bases y enlaces fosfodiéster.
El N3 de la adenina y, sobre todo el N7 de la guanina, son los
sitios más nucleofílicos, y por lo tanto, los más reactivos con
los AA, a excepción de la ENU. La reacción de los AA con el
O6 de la guanina, ocurre con una frecuencia varias veces
menor que la que se ha observado con el N7 de la misma base.
Algunos AA como la ENU, la CENU, la BCNU, la MNU, la
DMN y la MNNG, alquilan con más preferencia el O6 y esto
se debe a que tienen un valor bajo de s (medida de la sensibilidad
de los AA a la fuerza de los nucleófilos). Los átomos O de los
enlaces fosfodiéster son también alquilados en un porcentaje
bajo, en comparación con la alquilación en el N7 de la
guanina, y son también preferidos por AA que tienen un valor
bajo de s, como la ENU, que en este sitio causa el porcentaje
más alto de alquilación, tanto in vivo como in vitro1,21.

Se conocen por lo menos 12 sitios del ADN, en los que
reaccionan los AA. Dichos sitios se localizan en átomos de O y
N de las cuatro bases y de los fosfatos de la molécula. Los
productos resultantes de tal reacción se denominan con el
nombre del átomo participante, el del radical alquilo y el de la
base o fosfato alquilados; por ejemplo, N3-metiladenina, N7-
etilguanina, O6-metilguanina, etc.21

Los productos de alquilación tienen importancia en los efectos
biológicos causados por los AA; por ejemplo, la mutagenicidad
o carcinogenicidad relativa de la ENU y la DMN se correlacionan
con su capacidad para unirse a los átomos de O, no solamente
al O6 de la guanina, sino también al O4 de la timina22, y la
inhibición de la síntesis del ADN y la citoxicidad se vinculan
con la producción de 3-alquilpirimidinas y 1-alquilpurinas por
diferentes agentes23.

Los monoaductos son reparados básicamente a través de dos
procesos. Uno consiste en la remoción del aducto por la O6-
alquilguanina-DNA alquiltransferasa (AGT), quedando unido
a la enzima, ocurre sin que se afecte la estructura de la base o del
grupo fosfato1; por lo tanto, es un mecanismo libre de error. El
otro proceso es la reparación por escisión, el que mediante la
acción de gicosilasas específicas remueve las bases modificadas
por la alquilación y posteriormente reconstruye la estructura
original del ADN1. El daño al ADN causado por AA

Cuadro I. Clasificación de los agentes alquilantes de acuerdo con suCuadro I. Clasificación de los agentes alquilantes de acuerdo con suCuadro I. Clasificación de los agentes alquilantes de acuerdo con suCuadro I. Clasificación de los agentes alquilantes de acuerdo con suCuadro I. Clasificación de los agentes alquilantes de acuerdo con su
número de grupos activos.número de grupos activos.número de grupos activos.número de grupos activos.número de grupos activos.
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bifuncionales, además de alquilación simple, se puede formar
de enlaces cruzados intra e interbanda en el ADN, o de esta
molécula con proteínas. Estas últimas lesiones representan un
daño mayor al ADN y son reparadas a través de otras vías como
la reparación por escisión de nucleótidos.

Las alquilaciones en los átomos de O son removidas por la
proteína AGT, y las que se producen en los átomos de N son
reparadas por glicosilasas. Las enzimas involucradas en la
remoción de los grupos alquilo, actúan más eficientemente
sobre derivados metilo que sobre derivados etilo1,21,24.

Los aductos formados en los diferentes sitios nucleofílicos del
ADN tienen vidas medias distintas, lo que sugiere una
variabilidad en las tasas de reparación, así el  alquilo en el N3
de la adenina, es removido a una tasa más alta que en el N7 de
la guanina21.

Además, se ha observado que en el caso de las alquilaciones en
el O6 de la guanina, cuando no son reparadas por la proteína
AGT, pueden ser removidas durante la duplicación inmediata
o la inmediata posterior a la inducción de daño, a través de la
reparación de errores de apareamiento25,26. Por otro lado, se ha
determinado que la reparación mediante glicosilasas puede
provocar efectos clastogénicos secundarios, ya que genera
sitios apurínicos o apirimidínicos, los cuales, si no son reparados,
pueden dar lugar a la escisión de la cadena de ADN y
eventualmente a rompimientos de banda doble1. Esto fue puesto
en evidencia mediante la sobreexpresión del gen de la N-
metilpurina-DNA-glicosilasa (MPG) en células transfectadas,
que después de la exposición a MMS produjo un exceso de
sitios apurínicos y un subsecuente incremento de ICH y de
aberraciones cromosómicas27,28.

En resumen, el daño causado al ADN por agentes alquilantes,
puede ser removido a través de diferentes vías de reparación,
como son: la remoción directa del grupo alquilo, la reparación
por escisión de bases, la reparación por escisión de nucleótidos
y la reparación de errores de apareamiento.

AAAAAGENTESGENTESGENTESGENTESGENTES     ALQUILANTESALQUILANTESALQUILANTESALQUILANTESALQUILANTES     COMOCOMOCOMOCOMOCOMO     INDUCTORESINDUCTORESINDUCTORESINDUCTORESINDUCTORES     DEDEDEDEDE     ICHICHICHICHICH
La efectividad de un agente para inducir respuestas genotóxicas
depende de varios factores como su vida media in vivo, su
activación metabólica y su reparabilidad por las células.

Como se ha mencionado, es bien conocida la interacción que los
AA tienen con el ADN y es probable que por esto se hayan
empleado constantemente en los estudios relacionados con el
fenómeno de ICH; además, por el hecho de que algunos son
carcinógenos y mutágenos muy eficientes1.

Entre los agentes causantes de ICH, los AA han sido los más
ampliamente probados, tanto in vivo20,29-33 como in vitro27,28,34-36.

Se ha observado que los AA presentan diferentes grados de
eficiencia para inducir ICH, y los resultados de gran número de

trabajos, indican que los AA bifuncionales son más efectivos
que los monofuncionales. Agentes bifuncionales como la MMC
y la mostaza nitrogenada son extremadamente potentes
inductores de ICH en células CHO y los monofuncionales como
MMS y EMS son menos eficaces34. En un estudio in vivo en
células fetales y maternas se observó que la MMC y la CP
fueron más capaces que la ENU y la DMN, con base en sus
respectivos valores de eficiencia (número de ICH producidos
por mg de dosis del agente). La MMC induce 40 y 60 veces más
ICH que la ENU y la DMN, mientras que la CP 18 y 24 veces,
respectivamente29. Los resultados en células de la médula ósea
de ratón in vivo expuestas a agentes monofuncionales y
bifuncionales, indican que la MMC es 13.5 veces más eficiente
que el MMS y 500 veces más que el EMS; en tanto que la CP
lo es 3 y 90 veces, respectivamente5. Por otro lado, se observó
que in vitro la MMC induce hasta casi el doble de ICH que el
EMS y la ENU a una dosis 100 veces menor37.

Entre los diferentes compuestos monofuncionales se observa
que, tanto in vivo5 como in vitro34,38 el MMS es más potente
inductor de ICH que el EMS y que la ENU es más eficiente
que el EMS37,38. In vivo la DMN y el EMS tienen una
efectividad similar5,29.

La comparación de la eficiencia entre los diversos agentes
puede resultar difícil, ya que las dosis y las condiciones
experimentales como el tiempo de administración del mutágeno
y su relación con la incorporación de BrdU, etc. varían  en los
diferentes experimentos.

La correlación de la eficiencia en la inducción de ICH con las
tasas de alquilación de los AA indica que los bifuncionales
ACNU y CENU son 55 y 630 veces más eficientes para
inducir ICH que la ENU, respectivamente, bajo condiciones
equivalentes de alquilación. Asimismo, la CENU causa un
ICH por cada 116 alquilaciones, en tanto que la ENU uno por
8500. Por lo que se sugiere que la formación de enlaces inter
e intrabanda de ADN causados por la CNU, son los responsables
de la mayor efectividad de los AA bifuncionales para inducir
ICH39,40.

LLLLLESIONESESIONESESIONESESIONESESIONES     CAUSADASCAUSADASCAUSADASCAUSADASCAUSADAS     ALALALALAL ADN  ADN  ADN  ADN  ADN PORPORPORPORPOR     AGENTESAGENTESAGENTESAGENTESAGENTES     ALQUILANTESALQUILANTESALQUILANTESALQUILANTESALQUILANTES
EEEEE     INVOLUCRADASINVOLUCRADASINVOLUCRADASINVOLUCRADASINVOLUCRADAS     ENENENENEN     LALALALALA     PRODUCCIONPRODUCCIONPRODUCCIONPRODUCCIONPRODUCCION     DEDEDEDEDE ICH ICH ICH ICH ICH
Como ya se ha mencionado, no se conocen las lesiones que
están involucradas en la formación de los ICH. En los primeros
trabajos con AA se trató de descartar entre monoaductos y
enlaces cruzados. Se observó que la descarbamoil mitomicina
C fue más eficiente para inducir ICH que la MMC, y como la
primera produce sólo monoaductos y la última, además, enlaces
cruzados, se propuso que éstos son la lesión más eficaz para
producir ICH10. La modulación del tratamiento combinado de
metoxipsoralén y luz láser permitió saber que los monoaductos
fueron más eficientes para inducir ICH que los enlaces cruzados,
ya que con un pulso sencillo de luz, se producen monoaductos
e incrementos altos de ICH y con más pulsos se forman enlaces
cruzados e incrementos bajos de ICH41.
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Los resultados anteriores demostraron que los monoaductos
son más eficientes para inducir ICH; no obstante, como no hubo
una correlación entre el número de aductos y el de ICH
producidos por el tratamiento con metoxipsoralén más luz UV,
se propuso que este evento representa sólo una pequeña fracción
del total de aductos que se producen por el tratamiento11, por lo
tanto, es probable que uno o algunos aductos específicos sean
la lesión inductora de los ICH.

Mientras, se propuso que los enlaces ADN-proteína son las
lesiones que están más relacionadas con la inducción de ICH,
con base en dos observaciones: i) que el tratamiento con MMC
a células deficientes en la reparación de monoaductos o
deficientes en la reparación de enlaces cruzados de ADN,
produce inducción normal de ICH; ii) que la MMC presenta una
reactividad alta con las proteínas asociadas al ADN42.

En trabajos posteriores, se plantea que el aducto O6-alquil-G
generado por los AA puede ser el responsable de la producción
de ICH, lo cual resulta interesante, ya que es la lesión
premutagénica y precarcinogénica más conocida. No obstante,
esta suposición no se sustentó, debido a la falta de correlación
entre la cantidad de estos aductos y la frecuencia de ICH43-45.

Recientemente, se han desarrollado nuevas estrategias para
demostrar correlaciones entre lesiones específicas causadas por
AA y la inducción de ICH. Lesiones como la O6-alquil-G, la N7-
alquil-G y la N3-alquil-A han sido las más estudiadas15,27,28,46,54.
Para ello, se emplearon la clonación y transfección de genes que
codifican para las enzimas que reparan los aductos mencionados
en células CHO, células deficientes en la reparación de
glicosilasas, linfocitos humanos y células tumorales humanas.
Entre los genes clonados se encuentran: el gen humano de la
enzima O6-metilguanina-ADN metiltransferasa (MGMT), el
gen de la actividad O6-aquilguanina-DNA-alquiltransferasa
(AGT), el de la O6-alquilguanina alquilfosfotriester
alquiltransferasa (Atasa) y el de la N-metilpurina-DNA-
glicosilasa (MPG). Los resultados de estos experimentos, en los
que se probó el efecto de la actividad de estas enzimas en la
inducción de ICH causada por diferentes AA tanto
monofuncionales como bifuncionales, permitieron llegar a las
siguientes conclusiones:

1. La protección notablemente alta de estas enzimas contra la
inducción de ICH causada por la MNU, la MNNG y más
baja contra la causada por el EMS, el MMS, y la ENU,
indica que los ICH producidos por la MNU y la MNNG son
inducidos en gran parte por la O6-metil-G, que es la aducto
que estos agentes producen con la tasa más alta, en relación
con la lesión más abundante (N7-metil-G). Por otra parte,
estos datos demuestran que los ICH que ocurren por la
exposición a EMS, MMS y ENU, se deben sobre todo a
otras lesiones27,47.

2. El hecho de que MGMT repare ineficientemente la O-6-etil-
G causada por ENU, en comparación con la O6-metil-G

inducida por MNU (25% vs 88%) y que cause una disminución
muy leve de ICH por ENU, indica que esta pequeña proporción
de ICH fue generada por O6-etil-G49.

3. El efecto protector mayor de la MGMT o la AGT contra la
inducción ICH por la BCNU, la CCNU y la ACNU, y menor
contra la causada por AA monofuncionales como la MNNG,
implica que la reparación eficaz del aducto O6-cloroetil-G
evita la formación de enlaces cruzados interbanda en el
ADN46,53.

4. La falta de protección de AGT contra la inducción de ICH por
MNNG en líneas celulares humanas linfoblastoides
transformadas, sugiere la existencia de factores celulares,
involucrados en la sensibilidad para generar ICH.

5. La protección adicional de la actividad de AGT contra la
capacidad de la BCNU para producir ICH, tanto en
linfocitos humanos en reposo como en proliferación, indicó
que dicha protección es dependiente de la proliferación
celular15.

6. El incremento significativo de ICH, producido en  células
deficientes en la N3-metil-A DNA glicosilasa por la
exposición a un AA que produce casi exclusivamente este
aducto, indicó que éste está involucrado en la inducción de
ICH54,55.

7. El hecho de que niveles altos de la enzima MPG, que escinde
el aducto N7-alquil-G, no causara una reducción, sino incluso
un notable incremento de ICH en células CHO expuestas a
MMS y MNNG, es evidencia de la falta de reparación de
sitios apurínicos y huecos en el ADN causados por la escisión.
Este hecho permitió sugerir que la sobreexpresión del gen
MPG, causó un desequilibrio en la reparación de esos sitios
y huecos, los cuales pueden ser intermediarios en el proceso
de formación de ICH27,28.

De todo lo antes mencionado se puede concluír que: i)
diferentes lesiones específicas causadas al ADN por los AA
producen ICH; ii) tales lesiones son los aductos O6-alquil-
G, N3-alquil-A y N7-alquil-G y los enlaces cruzados
interbanda O6-cloroetil-G; iii) la reparación de estos aductos
puede reducir la frecuencia de ICH; iv) es probable que
existan factores celulares que modulen la actividad de las
enzimas participantes en dicha reparación. Finalmente, es
pertinente mencionar que estos estudios no descartan la
posibilidad de que otras lesiones puedan estar involucradas en
el evento de ICH.

PPPPPERSISTENCIAERSISTENCIAERSISTENCIAERSISTENCIAERSISTENCIA     DEDEDEDEDE     LASLASLASLASLAS     LESIONESLESIONESLESIONESLESIONESLESIONES     CAUSADASCAUSADASCAUSADASCAUSADASCAUSADAS     ALALALALAL ADN  ADN  ADN  ADN  ADN PORPORPORPORPOR
AGENTESAGENTESAGENTESAGENTESAGENTES     ALQUILANTESALQUILANTESALQUILANTESALQUILANTESALQUILANTES     EEEEE     INVOLUCRADASINVOLUCRADASINVOLUCRADASINVOLUCRADASINVOLUCRADAS     ENENENENEN     LALALALALA     PRODUCCIÓNPRODUCCIÓNPRODUCCIÓNPRODUCCIÓNPRODUCCIÓN
DEDEDEDEDE ICH ICH ICH ICH ICH
El estudio de la persistencia o de la ausencia de reparación de
lesiones inductoras de ICH resulta interesante, ya que se ha
asociado con la posibilidad de transformación celular a largo
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plazo56, además, dicho estudio puede contribuir al conocimiento
del mecanismo y al del significado biológico de este fenómeno.
Se sabe que los ICH ocurren durante o inmediatamente después
de la síntesis del ADN16,17, y que las lesiones que los causan
pueden persistir durante las etapas del ciclo celular previas a
S, o más aún, trascender la duplicación del ADN, incluso por
varios ciclos33,57.

La persistencia se ha estudiado en diferentes sistemas
biológicos, mediante el empleo de diversos protocolos, tanto
in vitro36,38,58 como in vivo20,31,32,57,59,60 y en distintas condiciones
de incorporación de la BrdU. El análisis del efecto de este
análogo de la timidina en la inducción y persistencia del
fenómeno de ICH puede ser un tema muy vasto, que
probablemente requeriría de una revisión particular, por lo
tanto, no se considera en la presente.

Algunos protocolos evalúan el tiempo que dura el incremento
de la frecuencia de ICH a partir del tratamiento con los
mutágenos, a células que no se están dividiendo59,61. Otros
emplean diferentes estrategias para estudiar la persistencia de
lesiones en células en proliferación, como son: la determinación
de las variaciones en la frecuencia de ICH por el tratamiento
en diferentes ciclos sucesivos38. Algunos estudios analizan la
persistencia de las lesiones inductoras de ICH a lo largo de la
etapa G

1
 del ciclo celular, puesto que los ICH se producen en

S, la diferencia entre las frecuencias inducidas en G
1
 tardía y

G
1
 temprana indica la cantidad de lesiones que fueron reparadas

durante G
1
32,33. Finalmente, se han desarrollado protocolos

que analizan la frecuencia de ICH en cada uno de dos o tres
ciclos sucesivos postratamiento20,35,36,62.

Se ha demostrado que las frecuencias de ICH, producidas por
el tratamiento con MMC y CP en linfocitos humanos63,64 y en
linfocitos de conejo59,60, se mantienen altas varios días después
del tratamiento in vivo. En linfocitos de sangre periférica y de
bazo en ratones se encontró inducción significativa de ICH, aun
a 172 días después del tratamiento con ENU65.

En células fetales de criceto Sirio in vitro, se detectó un
incremento en el número de ICH causado por AA varios ciclos
de división después del tratamiento61. En otro trabajo se
observaron frecuencias altas de ICH en el tercer ciclo de
división posterior al tratamiento con MMS de células CHO;
dichas frecuencias fueron incluso mayores que las que se
produjeron en los ciclos anteriores4.

Los resultados del tratamiento tres, dos o un ciclo de división
antes del análisis de ICH con MNU, MNNG, EMS, ENU, MMS
y MMC, indicaron que las lesiones causadas por los AA
monofuncionales son muy persistentes, pues dieron lugar a ICH
preferentemente cuando el tratamiento se dio, dos o tres ciclos
de división antes del análisis. En cambio, la MMC, que es un
AA bifuncional, indujo lesiones que producen ICH
principalmente en el ciclo previo al análisis, sugiriendo que
dichas lesiones son más reparables38.

Estudios de la persistencia in vitro a lo largo de G
1
, han

demostrado que la MMC induce lesiones de vida corta66 y que
el MMS produce lesiones mucho más persistentes58. En el
sistema in vivo de células de glándula salival de ratón
sincronizadas, se determinó que de las lesiones inductoras de
ICH producidas por  la MMC, la MNU y la ENU, el 65%, 50%
y 100%, respectivamente, persisten durante G

1
32,33.

El análisis de ICH sencillos y gemelos en células tetraploides es
un protocolo que permite determinar en ellas su persistencia en
dos ciclos de división subsecuentes. Con este protocolo, se
encontró persistencia de lesiones causadas por el tratamiento
con EMS, MMS o MMC67,62. No obstante, este ensayo ha sido
cuestionado por la dificultad de interpretación62, además de que
se requiere de un tratamiento adicional para inducir tetraploidía,
el cual posiblemente influye en la respuesta observada.

La inducción de ICH producida en tres ciclos de división
sucesivos pudo ser evaluada mediante el análisis de ICH
recíprocos y no recíprocos, para lo cual, las células se dividen
tres veces en presencia de BrdU. El tratamiento con los agentes
se da en el primero o segundo ciclos a partir de la administración
de BrdU o en el previo. Se detectó que muchas de las lesiones
productoras de ICH causadas por la MMC, etil carbamato,
BCNU y CP persisten al menos por tres ciclos68-71. En uno de
estos estudios, en el que se empleó tratamiento con BCNU o etil
carbamato, también se pudo detectar el fenómeno de cancelación
de ICH, el cual es debido a la ocurrencia de ICH en el mismo
locus en dos ciclos de división sucesivos72.

Recientemente se desarrolló un ensayo que también permite la
determinación de la frecuencia de ICH en cada uno de tres ciclos
de división celular sucesivos; éste se lleva a cabo en células
endoreduplicadas que completan tres ciclos de división antes
del análisis y el ciclo en que ocurren los ICH se infiere de la
posición de los ICH en los cromosomas homólogos. Así, se
detectó claramente que las lesiones causadas por la MMC son
muy reparables, ya que sólo fueron capaces de producir ICH en
el primero de los tres ciclos. En cambio, las inducidas por
MNNG son altamente persistentes, puesto que dieron lugar a
ICH durante las tres divisiones36.

Protocolos in vitro73 e in vivo19, mediante la tinción diferencial
de las cromátidas hermanas en tres tonos (TDTT), han sido
desarrollados para estudiar la persistencia de ICH a través de
tres ciclos de división celular sucesivos (Fig. 4), los cuales se
basan en la administración de una dosis muy baja de BrdU en
el primero de tres ciclos y una dosis similar a la empleada en
el protocolo de dos tonos en los dos subsiguientes5. Como las
células completan tres ciclos de duplicación semiconservadora
del ADN en presencia de BrdU, la mitad de sus cromosomas
tienen una cromátida unifilarmente sustituida y la otra
bifilarmente sustituida; ambas con una incorporación alta de
BrdU; la primera se tiñe intensamente y la otra no se tiñe. La
otra mitad de cromosomas está constituida por cromátidas
bifilarmente sustituidas, sólo que una de ellas tiene una
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dos tonos38. Sin embargo, la imposibilidad de discriminar el
efecto de las subsecuentes incorporaciones de BrdU y del
fenómeno de cancelación no permiten sustentar su conclusión.

La conclusión que se puede obtener de los diferentes estudios
realizados con respecto a la persistencia de las lesiones inducidas
por agentes alquilantes, que están relacionadas con la producción
de ICH, es que las causadas por los bifuncionales como la MMC
o la CP son menos persistentes en comparación con las lesiones
que producen los monofucionales como el MMS, el EMS, la
MNU, la ENU y la DMN, de los cuales, los etilantes parecen
producir lesiones más persistentes. Se ha establecido que en
general las lesiones inducidas por agentes alquilantes
monofuncionales en los sitios nucleofílicos del ADN, son muy
persistentes tanto in vivo como in vitro, con una clara tendencia
a ser removidas más rápidamente in vivo, sobre todo los
derivados metilo respecto a los etilo21.

Entre las lesiones que se han asociado con la inducción de ICH,
los aductos N7-alquil-G y O6-alquil-G son muy persistentes, ya
que se ha detectado que su vida media es de 12 h in vivo y 9 días
in vitro y de 4.8 h in vivo y 10 días in vitro, respectivamente. Por
otra parte, el aducto N3-alquil-A, persiste menos tiempo, pues
su vida media es de 2.4 h in vivo y de 38 h in vitro21.

Aunque resulta difícil establecer correlaciones entre la
persistencia de los aductos e ICH causados por AA, se observa
un cierto paralelismo entre ambos eventos. Así, el hecho de
que agentes etilantes como el EMS y la ENU producen
aductos O6-etil-G con vida media muy larga y también lesiones
inductoras de ICH muy persistentes57,33; o la observación de
que la frecuencia de ICH causada por agentes metilantes como
la MNU y la MNNG es reducida por la actividad de MGMT,
que selectivamente elimina el aducto O6-metil-G27. No obstante,
estas consideraciones no permiten obtener conclusiones
generales; es probable que diseños experimentales en los que
se puedan determinar simultáneamente la persistencia de
lesiones específicas y de ICH permitirá obtener aproximaciones
al respecto.

Aunque no se conocen las consecuencias finales de la persistencia
de las lesiones, resulta interesante la observación de que las
células puedan sobrevivir con lesiones en su ADN, e incluso
dividirse, es decir, que presentan una tolerancia al daño. Al
respecto, se ha observado que ciertas líneas celulares deficientes
en la reparación de O6-alq-G son resistentes a los efectos
citotóxicos de mutágenos como la MNU y la ENU49,76-78.

Como se mencionó, la persistencia de lesiones ha sido
relacionada con la transformación celular56,70. Es posible que la
permanencia de lesiones pueda favorecer la producción de
mutaciones, las que subsecuentemente podrían desencadenar el
proceso de malignización de las células61,63. Datos relacionados
con esto indicaron que la tasa de reparación de lesiones inductoras
de ICH es inversamente proporcional a la actividad tumorígena
de algunos mutágenos71.

cadena con una incorporación baja de BrdU, por lo que se tiñe
de un color intermedio. En estos cromosomas es posible
distinguir los ICH que ocurrieron en cada una de los tres ciclos
de división que dura el protocolo (Fig. 5). Es posible determinar
si las lesiones producen ICH en el mismo sitio en dos ciclos
sucesivos (ver Fig. 4), ya que cuando el mutágeno se aplica en
el segundo ciclo de división se observa un incremento
inesperado de los ICH del tipo de los que ocurren en el primer
ciclo74. En el protocolo de dos tonos esto tendría como
consecuencia la cancelación, por lo que no se podrían
observar20,31,57.

En células CHO se observó que tanto la MMC como el EMS
fueron capaces de inducir ICH a través de ciclos celulares
sucesivos; las lesiones producidas por EMS fueron más
persistentes75. Los linfocitos humanos mostraron una respuesta
variable con MMC, en cambio con el EMS mostraron la
presencia de lesiones claramente persistentes, que dieron lugar
a ICH durante ciclos celulares sucesivos35.

Mediante el protocolo in vivo se demostró que las lesiones
inducidas por MMC y CP produjeron lesiones persistentes, que
con base en un marco teórico de probabilidades20, se estimó que
dieron lugar a ICH en cada uno de dos ciclos de división celular
sucesivos con un 50% de probabilidad. Las lesiones generadas
por la exposición a MMS, EMS y DMN también son muy
persistentes pero produjeron frecuencias de ICH muy altas en
el segundo ciclo postratamiento. Esto puede ser explicado con
base en la inducción de lesiones frescas durante el segundo ciclo
postratamiento o de lesiones secundarias originadas a partir de
lesiones no inductoras de ICH, que requieren de otro ciclo de
duplicación para transformarse en inductoras31,57. Esto último
ya había sido propuesto en estudios previos, administrando el
mutágeno a diferentes tiempos antes del análisis, empleando el
protocolo de tinción diferencial de las cromátidas hermanas en

Figura 4. Fotomicrografía de cromosomas metafásicos de una célula deFigura 4. Fotomicrografía de cromosomas metafásicos de una célula deFigura 4. Fotomicrografía de cromosomas metafásicos de una célula deFigura 4. Fotomicrografía de cromosomas metafásicos de una célula deFigura 4. Fotomicrografía de cromosomas metafásicos de una célula de
la médula ósea de ratón, que muestran la tinción diferencial de lasla médula ósea de ratón, que muestran la tinción diferencial de lasla médula ósea de ratón, que muestran la tinción diferencial de lasla médula ósea de ratón, que muestran la tinción diferencial de lasla médula ósea de ratón, que muestran la tinción diferencial de las
cromátidas hermanas en tres tonos (TDTT), lo cual indica la incorporacióncromátidas hermanas en tres tonos (TDTT), lo cual indica la incorporacióncromátidas hermanas en tres tonos (TDTT), lo cual indica la incorporacióncromátidas hermanas en tres tonos (TDTT), lo cual indica la incorporacióncromátidas hermanas en tres tonos (TDTT), lo cual indica la incorporación
en el ADN, de BrdU, a diferentes niveles, durantes tres ciclos de divisiónen el ADN, de BrdU, a diferentes niveles, durantes tres ciclos de divisiónen el ADN, de BrdU, a diferentes niveles, durantes tres ciclos de divisiónen el ADN, de BrdU, a diferentes niveles, durantes tres ciclos de divisiónen el ADN, de BrdU, a diferentes niveles, durantes tres ciclos de división
celular sucesivos. En algunos cromosomas se observa la presencia decelular sucesivos. En algunos cromosomas se observa la presencia decelular sucesivos. En algunos cromosomas se observa la presencia decelular sucesivos. En algunos cromosomas se observa la presencia decelular sucesivos. En algunos cromosomas se observa la presencia de
intercambios que ocurrieron en diferentes ciclos de división celular deintercambios que ocurrieron en diferentes ciclos de división celular deintercambios que ocurrieron en diferentes ciclos de división celular deintercambios que ocurrieron en diferentes ciclos de división celular deintercambios que ocurrieron en diferentes ciclos de división celular de
los tres que comprende el protocolo de TDTT (tomada de Morales-los tres que comprende el protocolo de TDTT (tomada de Morales-los tres que comprende el protocolo de TDTT (tomada de Morales-los tres que comprende el protocolo de TDTT (tomada de Morales-los tres que comprende el protocolo de TDTT (tomada de Morales-
Ramírez Ramírez Ramírez Ramírez Ramírez et al.,et al.,et al.,et al.,et al., 1988). 1988). 1988). 1988). 1988).
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Figura 5. Esquema que muestra el protocolo de incorporación de BrdU durante la síntesis del ADN en tres ciclos de división celular sucesivos: a) lasFigura 5. Esquema que muestra el protocolo de incorporación de BrdU durante la síntesis del ADN en tres ciclos de división celular sucesivos: a) lasFigura 5. Esquema que muestra el protocolo de incorporación de BrdU durante la síntesis del ADN en tres ciclos de división celular sucesivos: a) lasFigura 5. Esquema que muestra el protocolo de incorporación de BrdU durante la síntesis del ADN en tres ciclos de división celular sucesivos: a) lasFigura 5. Esquema que muestra el protocolo de incorporación de BrdU durante la síntesis del ADN en tres ciclos de división celular sucesivos: a) las
líneas continuas simbolizan las cadenas originales de ADN, las líneas discontinuas las cadenas de ADN, que han incorporado BrdU a dosis baja y laslíneas continuas simbolizan las cadenas originales de ADN, las líneas discontinuas las cadenas de ADN, que han incorporado BrdU a dosis baja y laslíneas continuas simbolizan las cadenas originales de ADN, las líneas discontinuas las cadenas de ADN, que han incorporado BrdU a dosis baja y laslíneas continuas simbolizan las cadenas originales de ADN, las líneas discontinuas las cadenas de ADN, que han incorporado BrdU a dosis baja y laslíneas continuas simbolizan las cadenas originales de ADN, las líneas discontinuas las cadenas de ADN, que han incorporado BrdU a dosis baja y las
líneas punteadas las cadenas de ADN, que han incorporado BrdU a dosis alta; b) aspecto al microscopio de cromosomas que muestran sus cromátidaslíneas punteadas las cadenas de ADN, que han incorporado BrdU a dosis alta; b) aspecto al microscopio de cromosomas que muestran sus cromátidaslíneas punteadas las cadenas de ADN, que han incorporado BrdU a dosis alta; b) aspecto al microscopio de cromosomas que muestran sus cromátidaslíneas punteadas las cadenas de ADN, que han incorporado BrdU a dosis alta; b) aspecto al microscopio de cromosomas que muestran sus cromátidaslíneas punteadas las cadenas de ADN, que han incorporado BrdU a dosis alta; b) aspecto al microscopio de cromosomas que muestran sus cromátidas
hermanas con tinción diferencial en tres tonos, debida a la incorporación de BrdU, tal como se ilustra en a. Se observan cromosomas en los que hanhermanas con tinción diferencial en tres tonos, debida a la incorporación de BrdU, tal como se ilustra en a. Se observan cromosomas en los que hanhermanas con tinción diferencial en tres tonos, debida a la incorporación de BrdU, tal como se ilustra en a. Se observan cromosomas en los que hanhermanas con tinción diferencial en tres tonos, debida a la incorporación de BrdU, tal como se ilustra en a. Se observan cromosomas en los que hanhermanas con tinción diferencial en tres tonos, debida a la incorporación de BrdU, tal como se ilustra en a. Se observan cromosomas en los que han
ocurrido ICH en la primera (ICH-1), en la segunda (ICH-2) o en la tercera divisiones (ICH-3). Así como los ICH que se producen en el mismo sitio enocurrido ICH en la primera (ICH-1), en la segunda (ICH-2) o en la tercera divisiones (ICH-3). Así como los ICH que se producen en el mismo sitio enocurrido ICH en la primera (ICH-1), en la segunda (ICH-2) o en la tercera divisiones (ICH-3). Así como los ICH que se producen en el mismo sitio enocurrido ICH en la primera (ICH-1), en la segunda (ICH-2) o en la tercera divisiones (ICH-3). Así como los ICH que se producen en el mismo sitio enocurrido ICH en la primera (ICH-1), en la segunda (ICH-2) o en la tercera divisiones (ICH-3). Así como los ICH que se producen en el mismo sitio en
la segunda y tercera divisiones, cuando los agentes se aplican en la segunda división, los cuales tienen la misma apariencia de los que se generan en ella segunda y tercera divisiones, cuando los agentes se aplican en la segunda división, los cuales tienen la misma apariencia de los que se generan en ella segunda y tercera divisiones, cuando los agentes se aplican en la segunda división, los cuales tienen la misma apariencia de los que se generan en ella segunda y tercera divisiones, cuando los agentes se aplican en la segunda división, los cuales tienen la misma apariencia de los que se generan en ella segunda y tercera divisiones, cuando los agentes se aplican en la segunda división, los cuales tienen la misma apariencia de los que se generan en el
primer ciclo.primer ciclo.primer ciclo.primer ciclo.primer ciclo.

Estudios recientes muestran que la demetilación del ADN
también está relacionada con la persistencia de ICH por varios
ciclos de división celular79,81. Agentes demetilantes, como la L-
etionina (ETH) que inhibe la metil transferasa y la 5-azacitidina
(AZA) que se incorpora al ADN en lugar de la citosina y no puede
ser metilada, inducen ICH en células CHO; este incremento se
observa hasta 10 ciclos de división celular después del
tratamiento79. La observación de este efecto de persistencia tan
notable, causado por demetilación al ADN, permitió considerarlo
como un cambio epigenético heredable. La relación entre ICH y

demetilación, fue puesta de manifiesto por el hecho de que ETH
y AZA sólo indujeron ICH cuando se administraron dos ciclos
antes del análisis, que son los necesarios para lograr la demetilación
de las bandas parentales. Esto sustentó la hipótesis de que la
demetilación en la banda parental al momento de la duplicación,
es la causa de un aumento en uniones erróneas de las bases de
ADN que tienen lesiones, lo que subsecuentemente produce
ICH81. Un efecto aditivo o sinérgico se produce si después del
pulso con estos demetilantes, se expone a las células a mutágenos
y cancerígenos como la MMC y la luz UV80.
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Se ha determinado que muchos carcinógenos interfieren la
metilación del ADN79, por lo que existe la posibilidad de que la
relación entre persistencia de ICH y actividad tumorígena61,71

pueda explicarse a través de alteraciones en dicho proceso. Sin
embargo, como la demetilación no ha sido relacionada
directamente con la actividad tumorígena  de los cancerígenos79,
es probable que la persistencia de ICH se relacione con otros
procesos, los cuales, al igual que la demetilación, sean
transmitidos a través de varias generaciones celulares.

CCCCCONCLUSIONESONCLUSIONESONCLUSIONESONCLUSIONESONCLUSIONES
Aunque no se ha esclarecido la naturaleza de las lesiones
involucradas en la producción de ICH, la información que se ha
derivado del empleo de agentes alquilantes ha permitido saber
que más de un tipo de lesiones participan en el fenómeno. Dichas
lesiones permiten el crecimiento y la reproducción de las células,
es decir, son compatibles con la supervivencia celular y son
capaces de producir ICH hasta por varios ciclos de división
celular. Resulta interesante estudiar la persistencia de estas
lesiones porque es posible que esté relacionada con diferentes
procesos como la transformación celular, tolerancia al daño
y alteraciones en la metilación del ADN. Además, podría
aportar una aproximación al conocimiento del mecanismo
de formación y del significado biológico de los ICH.
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