©VERTIENTES Revista EspecializadaenCienciasde laSalud, 3(1/2) :3-13, 2000.

PERSISTENCIA DE LAS LESIONES CAUSADAS AL ADN
POR AGENTES ALQUILANTES, INVOLUCRADAS EN LA PRODUCCION
DE INTERCAMBIOS EN LAS CROMATIDAS HERMANAS

Regina Guadalupe Rodriguez Reyes*

RESUMEN

El estudio de la persistencia de lesiones involucradas en la produccién de intercambios en las cromatidas hermanas (ICH),
podria contribuir al conocimiento del significado biologico y al del mecanismo de formacion de este fenémeno. 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 nucleofilicos del ADN, no se ha esclarecido de manera concluyente cuales estan
involucradas en la generacion de ICH. Dichas lesiones son altamente persistentes, ya que producen ICH varios dias después
del tratamiento en células en reposo. En células en division pueden trascender la etapa G, y varias divisiones celulares,
incluso pueden dar lugar a ICH en el mismo locus en dos ciclos de division celular subsecuentes. Esto ha sido evaluado
mediante diferentes protocolos que se describen en este trabajo. La persistencia de la induccion de ICH posiblemente esta
relacionada con la de aductos producidos por alquilacién, asi como con otros eventos como transformacion celular,
tolerancia al dafo causado por ciertos AA y alteraciones en el proceso de metilacion del ADN.
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ABSTRACT

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 G, 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.
KeyWords: SCE, lesions, persistence, alkylatingagent.
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INTRODUCCION

Losagentesambientalesfisicoscomolaradiaciénionizanteo
laluzultravioletaylos quimicos, entre ellos losalquilantes,
causandiversostiposdelesionesprimariasenel ADN, tales
comorompimientosdebanda, dimerosdepirimidina, aductos
endiferentessitiosdelamolécula, enlacescruzadosintere
intrabanda, etc. (Fig. 1). Entrelasconsecuenciasquesederivan
deldafioal ADN, se pueden mencionarlossiguienteseventos:
letalidad, apoptosis, reparacion, mutacion, transformacionyla
expresionde indicescitogenéticos: aberracionescromosémicas
eintercambiosen lascrométidashermanas.

* Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares.
E-mail: rrr@nuclear.inin.mx

Los intercambios en las cromatidas hermanas (ICH), son
transposicionessimétricasyequivalentesen lascromatidasde
unmismocromosoma. Son manifestacionescitogenéticasde
rompimientosdedoblebandaenel ADNeintercambioanivel
desitioshomologosen lasdoscromatidas de uncromosoma?
(Fig.2). Usualmente sonvisualizados mediante elempleode
técnicasdetinciondiferencial delascromatidashermanas, las
guesebasanenlaincorporacional ADN deanalogoscomola
bromodesoxiuridina (BrdU), durante dosciclos de division
celularsucesivos (Fig. 3). Aunque laBrdU induce ICH3y puede
afectar laproduccion de este fenémeno por los mutagenos*®,
hay reportesqueindicanqueesteeventose produce demanera
espontaneaaunatasamuybaja®®.
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Figura 1. Diferentes tipos de lesiones en el ADN (modificado de
Vogel, 1991).

El analisis del ICH ha sido considerado como un ensayo
sensible paraestudiar los efectos genotdxicos de mutagenos
ambientales en modelos experimentales, e incluso, como
dosimetrode laexposicion humana®. Sinembargo, alinnose
conocelanaturalezadelaslesionescausantesdeesteevento, a
pesardequesehanrealizado numerosostrabajostratandode
descartarentremonoaductosyenlacescruzados'©*,dimerosde
pirimidinas'?, rompimientosdebandasencilla®*odoble!*. Ala
fechanoexistenresultadosque permitanobtenerconclusiones
definitivas,ydadalavariedad demutagenosinductoresde ICH
y de las interacciones que éstos tienen con el ADN, se ha
propuestoqueeste fendmenonoesel resultadode unalesién
especifica, sinodevariostipos?®.

Aunqguenosehanpodidoesclarecerlosmecanismosmoleculares
atravésde los cuales las lesiones dan lugar a ICH, ni se ha
determinadoelsignificado biol6gico de este evento, existen
evidenciasclarasde quelos ICHocurrendurantelasintesis (S)
del ADN'¢, einclusoenocercadelahorquilladeduplicaciéon®’,
ycomoconsecuenciade lesionesodelainhibiciondelasintesis
del ADNZ&,

Elhechodequelos ICHseanintercambiosdebandadoblede
ADN, implica que ocurren a través de un proceso de

\. J

Figura 2. Fotomicrograffas de cromosomas metafésicos de una célula de
la médula 6sea de ratén, en la cual se puede ver la presencia de
intercambios en las cromatidas hermanas (ICH) de varios de los
cromosomas.

recombinacion. Enel casodelaslesionesinductorasde ICH,
esteprocesopodriadarlugaraqueéstasfueraneliminadasoa
guefuerantoleradasduranteladuplicacion, paraser reparadas
enlainterfasesubsecuente. Silalesion persistey puede inducir
ICHendivisionessucesivas, se puede considerar que, eneste
caso, los ICH serian laconsecuencia de latoleranciade las
lesiones!®2°,

Elestudiode lapersistenciadelesionesinductorasde ICH
resultainteresante, yaquepodriacontribuiralconocimientodel
significadobiolégicodeeste indicador de dafio genotéxico.

Dentro de lagama de agentes inductores de ICH estan los
agentesalquilantes (AA), deloscualesseconocenampliamente
eltipo de lesiones que producenen el ADN. En el presente
trabajo, serevisaraeltemade lapersistenciade laslesiones
causadasporlosAAeinvolucradasenlaproducciénde ICH.

INTERACCION DE LOS AGENTES ALQUILANTES CON EL ADN
Los AA son un grupo de mutagenos y carcinégenos que
reaccionan facilmente conel ADN, yaseadirectamente o
despuésdesuactivacién metabolica. Duranteesareaccion,en
laque participan losradicalesalquiloysitios nucleofilicosdel
ADN, seformanaductos. Los radicalesgenerados por losAA
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Figura 3. Esquema que muestra el protocolo de incorporacién de
bromodesoxiuridina (BrdU) durante la sintesis del ADN, en dos ciclos
sucesivos de division celular: a) las lineas continuas simbolizan las
cadenas originales de ADN vy las lineas discontinuas las que han
incorporado BrdU; el asterisco representa la presencia de una lesi6n en
el ADN; b) aspecto al microscopio de dos cromosomas que muestran sus
cromatidas hermanas con tincion diferencial, debida a la incorporacién
de BrdU, tal como se ilustra en a. A la derecha se observa un cromosoma
en el que ha ocurrido un ICH.

puedenser deestructurasencillacomometilos, etilosomas
compleja, como grupos epoxido. Los AA se clasifican de
acuerdo con el nimero de sus grupos activos en:
monofuncionalescomoel metily el etil metanosulfonatos
(MMSyYEMS), lametilylaetilnitrosoureas (MNUyENU),
ladimetilyladietilnitrosaminas (DMNyDEN)ylametily
laetil-N-nitrosoguanidinas (MNNGyYENNG); bifuncionales
o polifuncionales como la mitomicina C (MMC), la
ciclofosfamida (CP), lascloroy bis(cloroetil)nitrosoureas
(CENUyBCNU)yla3(4-amino-2metil-5-pirimidinil)metil-
1-2(cloroetil)-1-nitrosourea (ACNU), y latrietilenemelamina
(TEM)*(Cuadrol).

Estudios de dosimetriamoleculary de reaccionescinéticas,
han permitido conocer los patronesde alquilacion que AA
conocidos producen en el ADN. Los AA son moléculas

[ Monofuncionales Bifuncionalesopolifuncionales )
(ungrupoactivo) (mésdeungrupoactivo)
MMS, EMS MMC
MNU, ENU CP
DMN, DEN CENU, BCNU, ACNU

| MNNG,ENNG TEM )

Cuadro . Clasificacién de los agentes alquilantes de acuerdo con su
namero de grupos activos.

electrofilicas, lascuales, durante lainteraccion conlasbases
del ADN, queson nucleofilicas, formanradicales queseunen
mediante enlaces covalentesalos atomosdenitrégeno (N)y
alosatomosdeoxigeno (O) de lasbasesyenlaces fosfodiéster.
EIN3delaadeninay,sobretodoel N7 delaguanina, sonlos
sitios mas nucleofilicos, y porlotanto, losmas reactivoscon
los AA, aexcepciondelaENU. LareacciondelosAAconel
O°¢de laguanina, ocurre con una frecuencia varias veces
menor que laque se haobservadoconel N7 delamismabase.
Algunos AAcomolaENU, laCENU, laBCNU, laMNU, la
DMNYyIlaMNNG, alquilancon mas preferenciael O°yesto
sedebeaquetienenunvalorbajodes(medidadelasensibilidad
delosAAalafuerzadelosnucledfilos). LosatomosOdelos
enlacesfosfodiéster sontambiénalquiladosenunporcentaje
bajo, en comparacién con la alquilacion en el N7 de la
guanina,ysontambién preferidospor AAquetienenunvalor
bajodes,comolaENU, queenestesitiocausael porcentaje
masaltodealquilacién, tantoinvivocomoinvitro®2,

Se conocen por lo menos 12 sitios del ADN, en los que
reaccionanlos AA. Dichossitiosse localizanenatomosde Oy
N de las cuatro bases y de los fosfatos de la molécula. Los
productos resultantes de tal reacciéon se denominan con el
nombredel atomo participante, el del radicalalquiloyeldela
base ofosfatoalquilados; porejemplo, N3-metiladenina, N7-
etilguanina, O%-metilguanina, etc.?*

Losproductosdealquilaciéntienenimportanciaenlosefectos
bioldgicoscausadospor los AA; porejemplo, lamutagenicidad
ocarcinogenicidadrelativadelaENUylaDMNsecorrelacionan
consucapacidad paraunirsealosatomosde O, nosolamente
al O de la guanina, sino también al O* de la timina??,y la
inhibiciéndelasintesisdel ADNylacitoxicidad sevinculan
conlaproducciénde 3-alquilpirimidinasy1-alquilpurinaspor
diferentesagentes®.

Losmonoaductosson reparados basicamenteatravésde dos
procesos. Uno consiste enlaremocién deladucto por laO6-
alquilguanina-DNAalquiltransferasa (AGT),quedandounido
alaenzima, ocurresinqueseafecte laestructuradelabaseodel
grupofosfato!; porlotanto,esunmecanismolibredeerror. El
otroprocesoeslareparacionporescision, el que mediante la
acciondegicosilasasespecificasremueve lasbasesmodificadas
porlaalquilaciony posteriormentereconstruye laestructura
original del ADN!. El dafio al ADN causado por AA
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bifuncionales,ademasdealquilacionsimple, se puedeformar
deenlacescruzadosintraeinterbandaenel ADN, odeesta
moléculaconproteinas. EstasUltimaslesionesrepresentanun
dafiomayoral ADNysonreparadasatravésdeotrasviascomo
lareparacion porescisiénde nucleétidos.

Lasalquilacionesen los atomos de O son removidas por la
proteinaAGT,ylasquese producenenlosatomosde Nson
reparadaspor glicosilasas. Lasenzimasinvolucradasenla
remociondelosgruposalquilo, actian maseficientemente
sobrederivados metiloquesobrederivadosetilo®224,

Losaductosformadosenlosdiferentessitiosnucleofilicosdel
ADN tienen vidas medias distintas, lo que sugiere una
variabilidaden lastasasde reparacion, asiel alquiloenel N3
delaadenina,esremovidoaunatasamasaltaqueenelN7de
laguanina?.

Ademas, se haobservadoqueenelcasodelasalquilacionesen
el O¢delaguanina,cuandonoson reparadaspor laproteina
AGT, puedenser removidasdurante laduplicaciéninmediata
olainmediataposterioralainducciéndedafio,atravésdela
reparaciéndeerroresdeapareamiento®25, Porotrolado,seha
determinado que lareparacion mediante glicosilasas puede
provocar efectos clastogénicos secundarios, yaque genera
sitiosapurinicosoapirimidinicos, loscuales,sinosonreparados,
pueden dar lugar a la escision de la cadena de ADN y
eventualmentearompimientosdebandadoble!. Estofue puesto
en evidencia mediante la sobreexpresion del gen de la N-
metilpurina-DNA-glicosilasa(MPG)encélulastransfectadas,
que despuésde laexposicion aMMS produjo unexceso de
sitiosapurinicosyunsubsecuente incrementode ICHyde
aberracionescromosdmicas?-%,

Enresumen, eldafiocausadoal ADN poragentesalquilantes,
puedeserremovidoatravésdediferentesviasdereparacion,
comoson: laremociéndirectadelgrupoalquilo, lareparacion
porescisiéndebases, lareparacion porescisionde nucleétidos
ylareparaciondeerroresdeapareamiento.

AGENTES ALQUILANTES COMO INDUCTORES DE ICH
Laefectividad deunagente parainducir respuestasgenotéxicas
depende de varios factores como su vidamedia in vivo, su
activacionmetabolicay sureparabilidad por lascélulas.

Comosehamencionado,esbienconocidalainteraccionquelos
AAtienen con el ADN Yy es probable que por esto se hayan
empleadoconstantementeenlosestudiosrelacionadosconel
fenémenode ICH; ademas, por el hecho de que algunosson
carcindégenosy mutagenos muy eficientes?.

Entrelosagentes causantesde ICH, los AAhansidolosmas
ampliamenteprobados, tantoinvivo?°-2%-33comoinvitro?’-28:34-36,

Sehaobservadoquelos AA presentandiferentesgradosde
eficienciaparainducir ICH,ylosresultadosdegrannimerode

trabajos, indican que los AA bifuncionales son masefectivos
guelosmonofuncionales. AgentesbifuncionalescomolaMMC
y la mostaza nitrogenada son extremadamente potentes
inductoresde ICHencélulasCHOylosmonofuncionalescomo
MMSyEMSsonmenoseficaces*. Enunestudioinvivoen
células fetales y maternas se observo que la MMC y la CP
fueron mas capaces que laENU yla DMN, con base en sus
respectivosvaloresdeeficiencia(nimerode ICH producidos
pormgdedosisdelagente). LaMMCinduce40y60vecesmas
ICHquelaENUylaDMN, mientrasquelaCP 18y 24 veces,
respectivamente?®. Losresultadosencélulasdelaméduladsea
de ratén in vivo expuestas a agentes monofuncionales y
bifuncionales, indicanquelaMMCes13.5veces méaseficiente
queel MMSy500veces masque el EMS; entantoquelaCP
loes3y90veces, respectivamente®. Por otrolado, se observo
qgueinvitrolaMMC induce hastacasieldoblede ICH queel
EMSylaENUaunadosis 100 veces menor®.

Entrelosdiferentescompuestos monofuncionalesse observa
gue, tantoinvivo®comoinvitro®*3® el MMS es mas potente
inductorde ICH queel EMSy que laENU esmaéseficiente
que el EMS338, In vivo la DMN y el EMS tienen una
efectividad similar®2°.

Lacomparaciénde laeficienciaentre los diversos agentes
puede resultar dificil, ya que las dosis y las condiciones
experimentalescomoeltiempodeadministraciondelmutageno
ysurelacidonconlaincorporacionde BrdU, etc. varian enlos
diferentesexperimentos.

Lacorrelaciéndelaeficienciaenlainduccionde ICH conlas
tasasdealquilaciéndelos AAindicaquelosbifuncionales
ACNU y CENU son 55 y 630 veces mas eficientes para
inducir ICH quelaENU, respectivamente, bajocondiciones
equivalentesdealquilacion. Asimismo, laCENU causaun
ICH por cadall6alquilaciones,entantoquelaENUunopor
8500. Porloquesesugiere que laformacién deenlacesinter
eintrabandade ADN causados porlaCNU, sonlosresponsables
delamayor efectividad de los AA bifuncionales parainducir
ICH?®940,

LesIONES CAUSADAS AL ADN POR AGENTES ALQUILANTES
E INVOLUCRADAS EN LA PRODUCCION DE ICH
Comoyase hamencionado, nose conocen las lesiones que
estaninvolucradasenlaformaciondelos ICH. Enlosprimeros
trabajoscon AAsetrat6 de descartar entre monoaductosy
enlacescruzados. Se observé que ladescarbamoil mitomicina
Cfuemaseficiente parainducir ICH quelaMMC,ycomola
primeraproducesélomonoaductosylatltima,ademas, enlaces
cruzados, se propuso que éstosson lalesion maseficaz para
producir ICH*, Lamodulaciondel tratamientocombinadode
metoxipsoralényluzlaser permitid saber que losmonoaductos
fueronmaseficientesparainducir ICHquelosenlacescruzados,
yaqueconun pulsosencillode luz, se producen monoaductos
eincrementosaltosde ICHyconmaspulsosseformanenlaces
cruzadoseincrementosbajosde ICH*,
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Losresultadosanterioresdemostraronque losmonoaductos
sonmaseficientesparainducir ICH; noobstante,comonohubo
una correlacion entre el nimero de aductos y el de ICH
producidospor el tratamientoconmetoxipsoralénmasluz UV,
sepropusoqueesteeventorepresentasélounapequefiafraccion
deltotal deaductosque se producen porel tratamiento®, porlo
tanto, es probable que unooalgunosaductosespecificossean
lalesioninductoradelosICH.

Mientras, se propuso que losenlaces ADN-proteinason las
lesiones que estanmas relacionadasconlainducciéonde ICH,
conbaseendosobservaciones: i) queel tratamientocon MMC
a células deficientes en la reparacién de monoaductos o
deficientes en la reparacion de enlaces cruzados de ADN,
produceinducciénnormalde ICH; i) quelaMMC presentauna
reactividadaltaconlasproteinasasociadasal ADN“2,

Entrabajosposteriores, se planteaqueeladucto O%-alquil-G
generadoporlos AApuedeser el responsable de laproduccion
de ICH, lo cual resulta interesante, ya que es la lesion
premutagénicay precarcinogénicamasconocida. Noobstante,
estasuposicionnosesustentd, debidoalafaltadecorrelacion
entrelacantidad deestosaductosylafrecuenciade ICH*3-45,

Recientemente, se handesarrollado nuevasestrategias para
demostrarcorrelacionesentre lesionesespecificascausadaspor
AAylainduccionde ICH. LesionescomolaO®-alquil-G,laN7-
alquil-GylaN3-alquil-Ahansidolasmasestudiadas'®?27:28:46.54,
Paraello,seemplearonlaclonacionytransfecciondegenesque
codificanparalasenzimasque reparanlosaductosmencionados
en células CHO, células deficientes en la reparacién de
glicosilasas, linfocitoshumanosy célulastumoraleshumanas.
Entrelosgenesclonadosseencuentran: elgenhumanodela
enzimaO6-metilguanina-ADN metiltransferasa(MGMT), el
gendelaactividad O%-aquilguanina-DNA-alquiltransferasa
(AGT), el de la O¢f-alquilguanina alquilfosfotriester
alquiltransferasa (Atasa) y el de la N-metilpurina-DNA-
glicosilasa(MPG). Losresultadosdeestosexperimentos,enlos
queseprobdel efectode laactividad de estasenzimasen la
induccién de ICH causada por diferentes AA tanto
monofuncionalescomobifuncionales, permitieronllegaralas
siguientesconclusiones:

1. Laproteccion notablementealtade estasenzimascontrala
inducciénde ICH causadaporlaMNU, laMNNGymas
baja contra la causada por el EMS, el MMS, y la ENU,
indicaquelos ICH producidosporlaMNUylaMNNG son
inducidosengran parte por laO8-metil-G, queeslaaducto
queestosagentesproducenconlatasamasalta, enrelacion
conlalesion masabundante (N7-metil-G). Por otraparte,
estosdatos demuestran que los ICH que ocurren por la
exposicion aEMS, MMSy ENU, se deben sobre todo a
otraslesiones?’4’.

2.Elhechodeque MGMT repareineficientemente laO-6-¢etil-
G causada por ENU, en comparacion con la O8-metil-G

inducidapor MNU (25%Vs88%)yquecauseunadisminucion
muylevede ICH por ENU, indicaqueestapequefiaproporcion
de ICHfuegeneradapor O%-etil-G*°.

3. ElefectoprotectormayordelaMGMT olaAGT contrala
induccion ICHporlaBCNU,laCCNUylaACNU,ymenor
contralacausadapor AAmonofuncionalescomolaMNNG,
implicaque lareparacion eficaz del aducto O°-cloroetil-G
evitalaformacion de enlaces cruzados interbandaenel
ADN46,53'

4. Lafaltadeproteccionde AGT contralainduccionde ICH por
MNNG en lineas celulares humanas linfoblastoides
transformadas, sugiere laexistenciade factorescelulares,
involucradosen lasensibilidad paragenerar ICH.

5. Laproteccionadicional delaactividad de AGT contrala
capacidad de la BCNU para producir ICH, tanto en
linfocitoshumanosenreposocomoen proliferacion, indico
qguedichaproteccionesdependiente de laproliferacion
celular®,

6. Elincrementosignificativode ICH, producidoen células
deficientes en la N3-metil-A DNA glicosilasa por la
exposiciénaun AA que produce casi exclusivamente este
aducto, indicéqueésteestainvolucradoenlainducciénde
ICH®*55,

7.Elhechodequenivelesaltosde laenzimaMPG, queescinde
elaductoN7-alquil-G, nocausaraunareduccion,sinoincluso
unnotableincrementode ICHencélulas CHO expuestasa
MMSy MNNG, es evidencia de lafaltade reparacion de
sitiosapurinicosyhuecosenel ADN causados por laescision.
Este hechopermitié sugerir que lasobreexpresiondelgen
MPG, causé undesequilibrioenlareparaciondeesossitios
yhuecos, loscuales puedenserintermediariosenel proceso
deformacionde ICH?"-28,

De todo lo antes mencionado se puede concluir que: i)
diferenteslesionesespecificas causadasal ADN por los AA
producen ICH; ii) tales lesiones son losaductos O6-alquil-
G, N3-alquil-A y N7-alquil-G y los enlaces cruzados
interbanda O6-cloroetil-G; iii) lareparacion de estosaductos
puede reducir lafrecuenciade ICH; iv) es probable que
existanfactorescelulares que modulen laactividad de las
enzimas participantesendichareparacién. Finalmente, es
pertinente mencionar que estos estudios no descartan la
posibilidad de queotraslesiones puedanestarinvolucradasen
eleventode ICH.

PERSISTENCIA DE LAS LESIONES CAUSADAS AL ADN POR
AGENTES ALQUILANTES E INVOLUCRADAS EN LA PRODUCCION
pe ICH

Elestudiodelapersistenciaode laausenciade reparacionde
lesionesinductorasde ICH resultainteresante, yaquese ha
asociadocon laposibilidad de transformacioncelularalargo
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plazo®,ademas, dichoestudio puedecontribuiral conocimiento
delmecanismoyal delsignificadobiol6gicodeeste fenémeno.
SesabequelosICHocurrenduranteoinmediatamente después
delasintesisdel ADN*Y7 y que las lesiones que los causan
pueden persistir durante lasetapasdel ciclocelular previasa
S,0masaun, trascender laduplicacién del ADN, incluso por
variosciclos®3%7,

La persistencia se ha estudiado en diferentes sistemas
biolégicos, medianteelempleodediversos protocolos, tanto
invitro®6-3858comoinvivo?°3132:57.59.60yendistintascondiciones
deincorporaciéndelaBrdU. Elanalisis del efecto de este
analogo de la timidinaen lainducciony persistencia del
fendmeno de ICH puede ser un tema muy vasto, que
probablemente requeririade unarevision particular, porlo
tanto, noseconsideraenlapresente.

Algunosprotocolosevaltaneltiempo queduraelincremento
de la frecuencia de ICH a partir del tratamiento con los
mutagenos, acélulas que nose estan dividiendo®®-¢:, Otros
empleandiferentesestrategiasparaestudiar lapersistenciade
lesionesencélulasen proliferacion,comoson: ladeterminacion
delasvariacionesen lafrecuenciade ICH porel tratamiento
endiferentesciclossucesivos®®. Algunosestudiosanalizanla
persistenciade laslesionesinductorasde ICHalolargodela
etapaG, delciclocelular, puestoque los ICHse producenen
S, ladiferenciaentre lasfrecuenciasinducidasen G, tardiay
G, tempranaindicalacantidaddelesionesquefueronreparadas
durante G 3>*. Finalmente, se han desarrollado protocolos
queanalizanlafrecuenciade ICHencadaunodedosotres
ciclossucesivospostratamiento?°-3536.:62,

Sehademostradoquelasfrecuenciasde ICH, producidaspor
eltratamientocon MMCy CPenlinfocitos humanos®54yen
linfocitosde conejo®¢°, semantienenaltasvariosdiasdespués
deltratamientoinvivo. Enlinfocitosdesangre periféricayde
bazoenratonesseencontrdinduccionsignificativade ICH,aun
al72diasdespuésdel tratamientocon ENU®S,

En células fetales de criceto Sirio in vitro, se detectd un
incrementoenelnimerode ICH causado por AAvariosciclos
de divisién después del tratamiento®:. En otro trabajo se
observaron frecuencias altas de ICH en el tercer ciclo de
division posterioral tratamientocon MMSde células CHO;
dichas frecuencias fueron incluso mayores que las que se
produjeronenlosciclosanteriores®.

Losresultadosdel tratamientotres,dosounciclodedivision
antesdelandlisisde ICHcon MNU, MNNG, EMS, ENU, MMS
y MMC, indicaron que las lesiones causadas por los AA
monofuncionalessonmuy persistentes, puesdieronlugaralCH
preferentementecuandoel tratamientosedio, dosotresciclos
dedivisidonantesdelanalisis. Encambio, laMMC, queesun
AA bifuncional, indujo lesiones que producen ICH
principalmenteenelcicloprevioalanalisis, sugiriendo que
dichaslesionessonmasreparables®®.

Estudios de la persistencia in vitro a lo largo de G,, han
demostradoquelaMMCinduce lesionesdevidacorta®®yque
el MMS produce lesiones mucho maés persistentes®®. Enel
sistema in vivo de células de glandula salival de raton
sincronizadas, sedetermindquedelaslesionesinductorasde
ICH producidaspor laMMC, laMNUylaENU, el 65%, 50%
y100%, respectivamente, persistendurante G 3>,

Elanalisisde ICHsencillosygemelosencélulastetraploideses
unprotocoloquepermitedeterminarenellassu persistenciaen
dosciclos dedivisién subsecuentes. Con este protocolo, se
encontro persistenciade lesionescausadas por el tratamiento
conEMS, MMSoMMC®7-¢2, No obstante, este ensayo hasido
cuestionadopor ladificultad deinterpretacion®?,ademéasdeque
serequieredeuntratamientoadicional parainducirtetraploidia,
elcual posiblemente influyeenlarespuestaobservada.

La induccion de ICH producida en tres ciclos de division
sucesivos pudo ser evaluada mediante el analisis de ICH
reciprocosynoreciprocos, paralocual, lascélulassedividen
tresvecesenpresenciade BrdU. Eltratamientoconlosagentes
sedaenelprimeroosegundociclosapartirdelaadministracion
deBrdUoenelprevio. Se detecté que muchasdelaslesiones
productorasde ICH causadas por laMMC, etil carbamato,
BCNU Yy CP persistenal menos por tresciclos®® ", Enunode
estosestudios,enel queseempledtratamientocon BCNU oetil
carbamato, tambiénse pudodetectarelfenomenodecancelacion
de ICH,elcualesdebidoalaocurrenciade ICHenelmismo
locusendosciclosdedivisionsucesivos’.

Recientementesedesarrolléunensayoquetambiénpermitela
determinaciondelafrecuenciade ICHencadaunodetresciclos
dedivision celular sucesivos; éste se llevaacaboen células
endoreduplicadasque completantresciclosdedivisionantes
delanalisisyelcicloenqueocurrenlos ICH se infierede la
posiciéndelos ICH enloscromosomashomadlogos. Asi, se
detectéclaramente que laslesionescausadas por laMMCson
muy reparables, yaquesélofueroncapacesde producir ICHen
el primero de los tres ciclos. En cambio, las inducidas por
MNNG sonaltamente persistentes, puestoquedieronlugara
ICHdurantelastresdivisiones®.

Protocolosinvitro™einvivo'®, mediante latinciondiferencial
delascromatidashermanasentrestonos (TDTT), hansido
desarrollados paraestudiar lapersistenciade ICHatravésde
tresciclosdedivision celular sucesivos (Fig. 4), loscuales se
basanenlaadministracion deunadosismuybajade BrdUen
elprimerodetresciclosyunadosissimilaralaempleadaen
el protocolodedostonosen losdossubsiguientes®. Comolas
célulascompletantresciclosdeduplicaciénsemiconservadora
del ADNenpresenciade BrdU, lamitad de suscromosomas
tienen una cromatida unifilarmente sustituida y la otra
bifilarmente sustituida;ambasconunaincorporacionaltade
BrdU; laprimerasetifieintensamenteylaotranosetifie. La
otramitad de cromosomasesta constituida por cromatidas
bifilarmente sustituidas, s6lo que una de ellas tiene una
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cadenaconunaincorporaciénbajadeBrdU, porloquesetifie
de un color intermedio. En estos cromosomas es posible
distinguirlos ICHqueocurrieronencadaunadelostresciclos
dedivisionquedurael protocolo (Fig.5). Esposible determinar
silaslesiones producen ICHenelmismositioendosciclos
sucesivos (ver Fig.4),yaque cuandoel mutagenoseaplicaen
el segundo ciclo de division se observa un incremento
inesperadodelos ICH deltipodelosqueocurrenenel primer
ciclo’™. En el protocolo de dos tonos esto tendria como
consecuencia la cancelacién, por lo que no se podrian
observar203Ls,

Encélulas CHO se observé que tantolaMMC comoel EMS
fueron capaces de inducir ICH através de ciclos celulares
sucesivos; las lesiones producidas por EMS fueron mas
persistentes™. Loslinfocitoshumanosmostraronunarespuesta
variable con MMC, en cambio con el EMS mostraron la
presenciadelesionesclaramente persistentes, quedieronlugar
alCHdurantecicloscelularessucesivos®.

Mediante el protocolo invivo se demostré que las lesiones
inducidaspor MMCyCP produjeronlesionespersistentes, que
conbaseenunmarcotedricode probabilidades?®, seestiméque
dieronlugaralCHencadaunodedosciclosdedivisioncelular
sucesivosconun50%de probabilidad. Laslesionesgeneradas
por la exposiciéon a MMS, EMS y DMN también son muy
persistentesperoprodujeronfrecuenciasde ICHmuyaltasen
elsegundociclo postratamiento. Esto puedeserexplicadocon
baseenlainducciondelesionesfrescasduranteel segundociclo
postratamientoodelesionessecundariasoriginadasapartirde
lesionesnoinductorasde ICH, querequierendeotrociclode
duplicacion paratransformarseeninductoras®-*’. Estoultimo
yahabiasido propuestoenestudios previos,administrandoel
mutagenoadiferentestiemposantesdelanalisis,empleandoel
protocolodetinciéndiferencial delascromatidashermanasen
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Figura 4. Fotomicrograffa de cromosomas metafasicos de una célula de
la médula 6sea de ratén, que muestran la tincién diferencial de las
crométidas hermanas entrestonos (TDTT), lo cual indica laincorporacién
en el ADN, de BrdU, a diferentes niveles, durantes tres ciclos de divisién
celular sucesivos. En algunos cromosomas se observa la presencia de
intercambios que ocurrieron en diferentes ciclos de division celular de
los tres que comprende el protocolo de TDTT (tomada de Morales-
Ramirez et al., 1988).

dostonos®t. Sinembargo, laimposibilidad de discriminarel
efecto de las subsecuentes incorporaciones de BrdU y del
fendmenode cancelaciénnopermitensustentarsuconclusion.

Laconclusionque se puede obtener de losdiferentesestudios
realizadosconrespectoalapersistenciadelaslesionesinducidas
poragentesalquilantes, queestanrelacionadasconlaproduccion
delCH,esquelascausadasporloshbifuncionalescomolaMMC
olaCPsonmenos persistentesencomparacioncon laslesiones
gue producen losmonofucionalescomoel MMS, el EMS, la
MNU, laENUylaDMN, deloscuales, losetilantes parecen
producir lesiones mas persistentes. Se haestablecidoqueen
general las lesiones inducidas por agentes alquilantes
monofuncionalesenlossitiosnucleofilicosdel ADN, sonmuy
persistentestantoinvivocomoinvitro,conunaclaratendencia
a ser removidas mas rapidamente in vivo, sobre todo los
derivadosmetilorespectoalosetilo?.

Entrelaslesionesquesehanasociadoconlainduccionde ICH,
losaductosN7-alquil-Gy O®-alquil-G sonmuy persistentes, ya
guese hadetectadoquesuvidamediaesde12hinvivoy9dias
invitroyde4.8hinvivoyl0diasinvitro, respectivamente. Por
otraparte, eladucto N3-alquil-A, persiste menostiempo, pues
suvidamediaesde2.4hinvivoyde38hinvitro?.

Aunque resulta dificil establecer correlaciones entre la
persistenciadelosaductose ICH causadospor AA, seobserva
uncierto paralelismoentreamboseventos. Asi,elhechode
gue agentes etilantes como el EMS y la ENU producen
aductos O%-etil-G convidamediamuylargay tambiénlesiones
inductoras de ICH muy persistentes®”-3; olaobservacion de
guelafrecuenciade ICH causadaporagentes metilantescomo
laMNUylaMNNG esreducidaporlaactividad de MGMT,
gueselectivamenteeliminaeladucto O%-metil-G?’.Noobstante,
estas consideraciones no permiten obtener conclusiones
generales; esprobable que disefiosexperimentalesenlosque
se puedan determinar simultaneamente lapersistenciade
lesionesespecificasyde ICH permitiraobteneraproximaciones
alrespecto.

Aunquenoseconocenlasconsecuenciasfinalesdelapersistencia
delaslesiones, resultainteresante laobservacion de quelas
células puedansobrevivirconlesionesensuADN, eincluso
dividirse, esdecir, que presentan unatoleranciaal dafio. Al
respecto,sehaobservadoqueciertaslineascelularesdeficientes
en la reparacion de O%-alg-G son resistentes a los efectos
citotédxicosde mutagenoscomolaMNUylaENU4°76-78,

Como se menciono, la persistencia de lesiones ha sido
relacionadaconlatransformaciéncelular®®7°. Esposiblequela
permanenciade lesiones puedafavorecer laproduccionde
mutaciones, lasquesubsecuentemente podriandesencadenarel
procesodemalignizaciondelascélulas®¢3, Datosrelacionados
conestoindicaronquelatasadereparaciondelesionesinductoras
de ICHesinversamente proporcionalalaactividad tumorigena
dealgunosmutéagenos™.



VERTIENTES

a
la Sintesis de ADN dosis baja de BrdU
Al
| T b
| ICH o
41 > [
Loy
| | | |
| | | |
v v Y
\ 2a Sintesis de ADN dosis alta de BrdU \4
A A : A : A :
|
| ICH l l
A | > i
| | |
i | |
Y iV ‘v v 'v v
3a Sintesis de ADI\\ \
A A I A A A A A A
I L ICH CICH |
| > k l——x 1
! | L |
v iv v iv v iV v iv l'v v
b) ® ® ® ® ®
No ICH ICH-3 ICH-2 ICH-2,3 ICH-1

Figura 5. Esquema que muestra el protocolo de incorporacion de BrdU durante la sintesis del ADN en tres ciclos de division celular sucesivos: a) las
lineas continuas simbolizan las cadenas originales de ADN, las lineas discontinuas las cadenas de ADN, que han incorporado BrdU a dosis baja y las
lineas punteadas las cadenas de ADN, que han incorporado BrdU a dosis alta; b) aspecto al microscopio de cromosomas que muestran sus crométidas
hermanas con tincién diferencial en tres tonos, debida a la incorporacién 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). Asf como los ICH que se producen en el mismo sitio en
la segunda y tercera divisiones, cuando los agentes se aplican en la segunda divisién, los cuales tienen la misma apariencia de los que se generan en el

primer ciclo.

Estudios recientes muestran que lademetilacion del ADN
tambiénestarelacionadaconlapersistenciade ICH porvarios
ciclosdedivisioncelular™®t, Agentesdemetilantes,comolal-
etionina(ETH)queinhibelametiltransferasayla5-azacitidina
(AZA)queseincorporaal ADNenlugardelacitosinaynopuede
sermetilada,inducen ICHencélulasCHO; esteincrementose
observa hasta 10 ciclos de divisién celular después del
tratamiento™. Laobservaciondeesteefectode persistenciatan
notable, causadopordemetilacional ADN, permitidconsiderarlo
comouncambioepigenéticoheredable. Larelacionentre ICHy
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demetilacion, fue puestade manifiestoporelhechodeque ETH
yAZAso6loindujeron ICH cuandoseadministrarondosciclos
antesdelanalisis,quesonlosnecesariosparalograrlademetilacion
delasbandasparentales. Estosustentdlahipétesisdequela
demetilaciénenlabandaparentalalmomentodeladuplicacion,
eslacausade unaumentoenunioneserroneasdelasbasesde
ADN quetienen lesiones, lo que subsecuentemente produce
ICH&, Unefectoaditivoosinérgicose produce sidespuésdel
pulsoconestosdemetilantes, seexponealascélulasamutagenos
ycancerigenoscomolaMMCylaluz UV&°,
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Se hadeterminado que muchoscarcinégenos interfierenla
metilaciondel ADN®, porloqueexiste laposibilidadde quela
relaciénentre persistenciade ICHyactividad tumorigena®:™
puedaexplicarseatravésdealteracionesendichoproceso. Sin
embargo, como la demetilaciéon no ha sido relacionada
directamenteconlaactividadtumorigena deloscancerigenos™,
esprobable que lapersistenciade ICH serelacione conotros
procesos, los cuales, al igual que la demetilacion, sean
transmitidosatravésdevariasgeneracionescelulares.

CONCLUSIONES

Aunque no se ha esclarecido la naturaleza de las lesiones
involucradasenlaproduccionde ICH, lainformacionqueseha
derivadodelempleodeagentesalquilanteshapermitidosaber
guemasdeuntipodelesionesparticipanenelfenémeno. Dichas
lesionespermitenelcrecimientoylareproducciondelascélulas,
esdecir,soncompatiblesconlasupervivenciacelularyson
capacesde producir ICH hastapor varios ciclos de division
celular. Resultainteresante estudiar lapersistenciade estas
lesiones porqueesposible queesté relacionadacondiferentes
procesoscomo latransformacion celular, toleranciaal dafio
yalteracionesenlametilacion del ADN. Ademas, podria
aportar unaaproximaciénal conocimiento del mecanismo
deformacionydel significado biolégicode los ICH.
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