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Resumen

La ablacion de la médula dsea previa al transplante mediante radiacion y antineoplasicos
guimicos. afectan indiscriminadamente a los tejidos sanos y en particular aquellos que
estdn en proliferacion. El objetivo de este trabajo es determinar el efecto de la
incorporacién de la BrdU al ADN sobre la genotoxicidad y citotoxicidad de las células de
la médula 6sea causada por el radiofarmaco '*Sm-EDTMP. La genotoxicidad se
determin6é por la tasa de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPC-MN) y la
citotoxicidad por la frecuencia de EPC. Ambos pardmetros determinados en sangre
periférica tras la administacion de BrdU y ***Sm-EDTMP. La combinacién de la BrdU y rl
radiofarmaco produjo una mayor citotoxicidad que la radiacion y la BrdU solos; en
cambio produjo una reduccoin de los EPC-MN producidos por la radiacion, sugiriendo
que la citotoxicidad no permitid la expresion de la genotoxicidad.

1. INTRODUCCION

El aumento sustancial en la muerte de células sometidas a tratamientos con radiacion es
denominado radisensibilizacion, las sustancias que inducen este aumento del dafio se conocen
como radiasensibilizadores. Investigaciones recientes recomiendan el uso combinado de drogas
radiosensibilizadoras con tratamientos de radiacion, tratando que los dafios citotoxicos y
genotdxicos en tejidos neoplésicos se incrementen mientras que en los a tejido sanos se vean
reducidos. Ademas es posible que se requiera una dosis menor de radiacién que reduzca los
dafios producidos por la radiotoxicidad en tejido sano.

Los analogos de timidina como la bromodesoxiuridina (BrdU) y la iododesoxiuridina (1dU), han
sido usados como radiosensibilizadores en el tratamiento de diversos tipos de cancer, incluyendo
cancer de cuello y cabeza (1,2), gliomas malignos, sarcomas de tejido suave, canceres hepaticos,
pulmonares (3), canceres cervicales y sobre diversas lineas celulares de tejidos tumorales
humanos (4,5,6).

Las estrategias terapéuticas usando los andlogos de timidina se han enfocado permite la
incorporacion en células que estdn en proliferacion continua, como es el caso de las células
cancerosas. Para extender el uso de los analogos de timidina, se han hecho estudios que
determinan si estos compuestos pueden ser usados en tumores en los cuales los limitantes de la
dosis de radiacion son tejidos sanos de rapida division, como el epitelio intestinal (7) o la medula
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Osea, ya que estas estructuras pueden exceder la incorporacion del analogo en comparacion a
otras estructuras, en la forma que se incrementa la concentracion plasmatica del compuesto.

Por otra parte, estudios de biodistribucién en pacientes tratados con **Sm-EDTMP muestran una
rapida fijacion del complejo en el hueso, con un completo aclaramiento de radiotoxicidad en los
compartimentos no esqueléticos en 6-8 horas(8). La eliminacién es caracterizada por una curva
doble-exponencial. La fase rapida presenta un tiempo medio de aclaramiento, con un remanente
del 4% al 34% de la actividad administrada en el suero después de 1 hora. La segunda fase lenta
de aclaracion del suero presenta un rango entre 8.1 a 17.1 horas. La excrecién urinaria del *>*Sm
se completa en seis horas despueés de la infusion (8).

Por lo anterior se propone que la incorporacion de BrdU en células de la meédula 6sea las
sensibilizaria a la exposicidn posterior de un radiofarmaco que se fija especificamente en hueso.
Esto permitiria la muerte especifica de las células de la médula dsea, con un efecto secundario
leve sobre otros tejidos.

El objetivo de este estudio es determinar si la incorporacion de BrdU en las células de la médula
6sea de ratones las sensibiliza a la induccion de dafio genotdxico y citotdxico causado por el
radiofarmaco **Sm-EDTMP.

2. METODOLOGIA

Animales

Se formaron cinco grupos de cinco ratones machos cada uno, de 2-3 meses de edad de la cepa
BALB/c, con un peso aproximado de 30 g, reproducidos y mantenidos en el bioterio del
departamento de biologia del ININ, en jaulas de plastico, bajo condiciones controladas de
temperatura, periodicidad de luz-oscuridad, alimentados con comprimidos Laboratory rodent
para roedores pequefios y agua ad libitum.

Tratamientos

Se administraron al grupo Il 'y IV 0.20 mg/g de peso de BrdU, adsorbida a carbon activado via
intraperitoneal, 16 hrs después se administraron los grupos 111 y 1V con 0.27 + 0.041 mCi y 0.24
+ 0.038 de **Sm-EDTMP respectivamente.

Preparaciones
Su obtuvieron muestras de sangre, al tiempo cero (basales) y cada 8 hrs hasta las 80 hrs Las

muestras se recibieron en suero fetal de ternera y se colocaron en portaobjetos, con el fin de
realizar un frotis y ser tefiidas con la técnica MayGrunwald-Giemsa.

Anélisis.
a. Actividad Citotoxica: La actividad citotoxica se estimé como el ndmero de eritrocitos
policromaticos (EPC) en porcentaje con respecto a la frecuencia al tiempo inicial. Para lo cual se

analizara un minimo de 2000 eritrocitos al inicio del experimento y en cada periodo de 8 h
después del tratamiento.
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b. Actividad genotdxica: Se estimdé como la el ndmero de eritrocitos micronucleados
policrométicos (MN-EPC) con respecto a la frecuencia al tiempo inicial. Para lo cual se analizara
un minimo de 2000 eritrocitos policromaticos a t(0) y en cada periodo de 8 h después del
tratamiento.

Analisis estadistico: Analisis estadistico se valud la concentracion que produzca una respuesta
significativa en los conteos de EPC, a la cual no se tenga una severa toxicidad en los ratones.

Resultados

Como se aprecia en las graficas, los tratamientos independientes de BrdU y **Sm-EDTMP
produjeron una reduccion maxima de aproximadamente el 70 % de las células policromaticas y
una disminucién del 80 % para el tratamiento combinado de BrdU + **Sm-EDTMP para la
evaluacion del efecto citotoxico. Para la respuesta de genotoxicidad se aprecia una induccién
promedio méaxima de 30 EPC-MN para el tratamiento de **Sm-EDTMP en cambio para el
tratamiento combinado solo de 13 EPC-MN/2000 EPC a las 40 hrs, comportamiento similar al
presentado por la respuesta del grupo sometido Unicamente al tratamiento con BrdU que presento
una induccion méaxima de 11 EPC-MN al mismo tiempo de muestreo.

Las curvas correspondientes a los tratamientos de BrdU y BrdU +*Sm-EDTMP presentan
evidentemente una respuesta similar en cito y genotoxicidad, sin embargo la coitotoxicidad del
grupo de *Sm-EDTMP es menor en comparacién con demds tratamientos y sin embargo
presentan una mayor induccion de genotoxicidad.
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La determinacion de la Dosis se realizd de acuerdo al formalismo MIRD, y en donde la fraccion
de energia impertida por unidad de actividad se calculo por simulacion con Montecarlo MCNM-
4C generando un modelo de para el hueso del raton. Los valores aproximados de las dosis en
médula Osea obtenidos presentados en la grafica, indican que la dosis maxima a obtener fluctud
cerca de 0.75 Gy para el grupo 3y 0.70 Gy para el grupo 4, aunque para el tiempo de muestreo
unicamente se habia administrado una dosis maxima de alrededor de 0.55 Gy a la médula dsea.

Calculo de dosis absorbida a médula 6sea
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Discusion

La BrdU produce radiosensiblizacion por medio de su incorporacion al ADN. A partir de
estudios comparativos entre los niveles de incorporacion y la correlacion de dafio producido en el
ADN, se han propuesto dos mecanismos para explicar la radiosensibilizacion de las células. Uno
es la sensibilizacion causada por el incremento de la cantidad de dafio inducido por la radiacion
por unidad de dosis absorbida que correlaciona linealmente con la presencia de BrdU en el ADN.
El otro es su influencia sobre la tasa de reparacién de dafio del ADN y/o de la fijacion del dafio
potencialmente letal. El primer mecanismo se basa en los aspectos fisicoquimicos resultado de la
energia impartida por la radiacion, mientras que el segundo esta enfocado a procesos metabolicos
relacionados con el procesamiento de las lesiones en el ADN; hay evidencia (9, 10) de que ambos
mecanismos no son excluyentes e incluso pueden actuar en forma combinada para dar el efecto
radiosensibilizador.
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Diversos estudios (11, 12), han demostrado que la formacion de rupturas de oligonucleotidos
conteniendo 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU), ocurre con mayor eficiencia en oligonucleotidos
de doble cadena que en el respectivo material de cadena sencilla. Esto es atribuido a la alta
proporcién de rupturas, resultantes de la captura electronica entre la 5-"desoxiadenosina y la
BrdU en el sustrato de doble cadena (13). Sin embargo Cecchini et al. (14) demuestran que la
sustitucion de timidina por BrdU en el ADN de doble cadena (T-A -> BrdU-A) no tiene
influencia sobre el dafio de la cadena complementaria; en contraste la presencia de un error de
apareamiento causado por la BrdU (mismatched bublee BrdU-T) en la doble cadena causd un
incremento significativo de dafio en la cadena complementaria y en las posiciones cercanas al
error de apareamiento. Por otra parte, se observo un aumento en la susceptibilidad a la
radiohidrolisis en cadenas sustituidas, aproximadamente tres veces mas en las simples que en las
dobles. Los resultados sugirieren que el apareamiento de las bases de Watson-Crick puede
estabilizar el bromuro en el bromouracilo, lo cual inhibe un paso crucial en el proceso de
radiosensibilizacion del ADN.

El mecanismo relacionado con el aumento en la produccion de rupturas de doble cadena, causado
por a la incorporacion de BrdU, puede estar determinado por la acumulacion de los sitios de
energia impartida por unidad de evento; los eventos de alta deposicion de energia hacen mas
probable la produccion de sitios de dafio local multiple (LMDS: letal multiple damage sites),
conteniendo rupturas de doble cadena y reduciendo la distancia entre los eventos de deposicién
de energia en la célula, de esta forma los eventos de ruptura de cadena sencilla mas cercanos en la
cadena de ADN hacen mas probable la produccion de rupturas de doble cadena convirtiéndose
en dsb-LMDS (13).

Es interesante notar que la induccion de radiosensibilizacion en el ADN esta influenciado, por la
cantidad de base halogenada sustituida, sin embargo de acuerdo con Lawrence (11) la
radiosensibilizacion no es mayor en cadenas bifilarmente sustituidas (en ambas hebras) que en el
analogo material unifilarmente sustituido (sustitucion de una hebra), no descartando que la
incorporacion bifilar este relacionada con un incremento de dafio al modificar la estructura
terciaria del ADN y aumentar la exposicion del ADN a los radicales libres generados por la
radiacion.

En general se ha demostrado que la radiosensibilizacion del ADN ocurre de acuerdo a reacciones
sucesivas gue finalizan en la ruptura de la cadena de ADN, las propiedades radiosensibilizadoras
de la BrdU resultan no solo de la habilidad de la interaccion de los electrones con el material
genético, el cual no es muy diferente de la timidina, pero si influye la naturaleza electrofilica del
bromuro que resulta en la formacion de radicales dU" o dU".

Se supone que el dafio en el material genético esta distribuido de manera azarosa, sin embargo la
evidencia presentada, indica que la ruptura de las cadenas del ADN ocurre de manera primaria en
regiones de una sola hebra y donde hay sustitucién de las bases por la BrdU al tiempo de la
irradiacion. Las situaciones fisioldgicas donde encontramos segmentos monocatenarios de ADN
pueden ser, a) los sitios de replicacion, sitios de trascripcion, en las regiones D-loop de los
telomeros y en los “bulges” de ADN. El dafio resultante de la presencia de BrdU en la hebra
parenteral en los sitios de replicacion, durante la irradiacion, debe distribuirse aleatoriamente en
el genoma de una poblacion de células en replicacidn asincronica, sin embargo en el caso de la
transcripcion y los telomeros, el dafio solo puede ser ocasionado en genes con actividad
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trascripcional y al final de los cromosomas respectivamente, independientemente de la fase del
ciclo celular.

La induccién de microntcleos coincide con una cinética de tratamiento crénico de acuerdo con
nuestros datos previamente publicados (15).

3. CONCLUSIONES

Los resultados nos permiten concluir que el tratamiento combinado de incorporacion de BrdU al
ADN vy el radiofarmaco produce un efecto aditivo sobre la coitotoxicidad. Aparentemente causa
un efecto inhibitorio sobre la genotoxicidad, aunque esto seguramente es debido a que las
lesiones causadas por la radiacion sobre el ADN substituido con BrdU son muy letales, de tal
forma que el tratamiento combinado no permite que las células se dividan y expresen su dafio en
forma de micronucleos.
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