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RESUMEN.

El metronidazol es un farmaco antibacteriano y antiparasitario ampliamente
utilizado en todo el mundo. Forma parte del listado de las drogas esenciales de la
organizacion mundial de la salud y uno de los medicamentos esenciales para el
tratamiento de enfermedades infecciosas y parasitarias indicado por la Secretaria
de Salud de nuestro pais, asi como de las 100 drogas mas prescritas en los
Estados Unidos de América. Ha demostrado ser mutageno en sistemas
bacterianos y animales, sin embargo, el efecto que tiene en el humano es
controvertido. Por este motivo, la Agencia Internacional para la Investigacion del
Cancer lo cataloga como carcindégeno en animales, pero sin suficiente evidencia
para serlo en humanos (grupo Il B). En estudios realizados en el laboratorio se ha
observado que el metronidazol produce dafio al ADN en linfocitos, ademas de que
presenta una respuesta individual a dicho efecto. Con el fin de evidenciar que
existe susceptibilidad individual al metronidazol, se evalué en voluntarios sanos
tratados con dosis terapéuticas de metronidazol: la proliferacion celular, la
induccién de micronucleos los rompimientos de cadena sencilla y la capacidad de
reparacion. Los resultados indican que aunque el metronidazol no modificé la
proliferacion celular en los donadores, existen diferencias individuales a los
efectos genotéxicos del metronidazol, medidos a través de la formacién de
micronudcleos. Asimismo, se encontré un incremento en el dafio al ADN por efecto
del metronidazol, medido por electroforesis unicelular en gel. Ademas, se observé
un retraso en la reparacion de las células al enfrentarse a una segunda exposicion
o reto (H.O,) mostrando una correlacion positiva entre la frecuencia de
microndcleos y el dafio al ADN (momento de la cola) al tiempo 60 min de

reparacion.
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1. INTRODUCCION
METRONIDAZOL

En 1955 Nakamura aislé la azomicina (2-nitroimidazol) a partir de Streptomyces
ssp la cual mostré tener actividad contra Trichomonas vaginalis. Asi se da inicio a
la sintesis de farmacos derivados de nitroimidazoles, los cuales son compuestos
gue tienen accion antibacteriana, fungicida y antiprotozoaria. A finales de la
década de los afios 50, los investigadores Cosar y Julou sintetizaron el
metronidazol (MTZ) o 1-(2-hidroxietil)-2-metil-5-nitroimidazol, el cual forma
cristales de color blanco o amarillo palido, con un peso molecular de 171.16 g/mol,
estable a temperatura ambiente, se oscurece al exponerlo a la luz y es poco

soluble en agua, etanol y cloroformo (Figura.l) 1, 2.

/ N
O;N \ CHj
1

CHy~CH0H

Figura 1. Estructura quimica del metronidazol. Tomado de Rediguieri CF, 2011.

Es uno de los farmacos mas usados en el mundo, comercialmente conocido como
Flagyl, Flagenase, Metricom, Metroson, Orvagil, Sanizol, entre otros. Forma parte
del listado de los medicamentos esenciales de la organizacion mundial de la salud
(OMS), asi como de los 100 farmacos més prescritos en los Estados Unidos de
América ;; y uno de los medicamentos mas utilizados para el tratamiento de
enfermedades infecciosas y parasitarias indicado por la Secretaria de Salud de

nuestro pais 3.



Inicialmente fue un agente efectivo contra trichomoniasis, amibas y giardiasis,
posteriormente los usos terapéuticos del MTZ se extendieron al tratamiento de

infecciones causadas por bacterias anaerobicas 4.

Espectro y mecanismo de accion.

Su espectro de accion incluye protozoos, bacterias anaerobias y algunas
microaerdfilas. Es muy activo frente a practicamente todo tipo de bacilos gram
negativos anaerobios, como G. vaginalis y H. pylori. Su espectro antiprotozoario
incluye E. histolytica, G. lamblia, T. vaginalis y E. coli 4.

El mecanismo de accion del MTZ y de la mayoria de los nitroimidazoles es reflejo
de la toxicidad selectiva que poseen contra microorganismos anaerobios o

microaerofilos y por células andxicas o hipoxicas, a través de cuatro fases 4:
1. Entra a la célula bacteriana mediante difusion pasiva.

2. Es activado por proteinas del metabolismo anaerobio (proteinas de
transporte de electrones de bajo potencial redox como la piruvato
ferredoxina oxidorreductasa o flavodoxina localizadas en el interior del
parasito/bacteria) que reducen el grupo nitro que esta unido al anillo de

imidazol 2,5).

3. Tras la reduccion da paso a la produccién de N-(2-hidroxietil) del acido
oxamico y de acetamida, estos compuestos dafan al &cido
desoxirribonucleico (ADN), ya que interactian con él oxidandolo. Esto
libera fosfato de timidina, causando una lesion caracterizada por la
desestabilizacion helicoidal de la molécula, lo cual induce la pérdida de su
estructura, el rompimiento de la cadena, la inhibicion de la sintesis del ADN,

asi como de su reparacion, ocasionando la muerte celular 1, ¢, 7).

4. Formacion de productos finales inactivos 4 5.
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Se ha observado que el MTZ es mucho mas activo cuando actia en lugares
donde existe anaerobiosis [7.

Metabolismo en mamiferos

El metabolismo oxidativo (fase 1) es la via mas importante de biotransformacion
del MTZ. Las principales modificaciones se dan sobre las cadenas alifaticas en la
posicion 1y 2, las cuales son mediadas por enzimas de la familia del citocromo P-
450 1, 2, g]-

La hidroxilacion del grupo metil en posicién 2 del MTZ forma el 1-(2-hidroxietil)-2-
hidroximetil-5-nitroimidazol (MH: metabolito hidroxilado) que representa la
eliminacion de aproximadamente el 40% de la dosis. Una parte del MH se vuelve a
oxidar para formar el acido carboxilico en posicion 2, lo que corresponde
aproximadamente a la eliminacion del 10% de la dosis. Las vias de eliminacién
menos importantes del MTZ en el hombre son la oxidacion del alcohol en posicion
1 para formar el &cido acético-2-metil-5-nitroimidazol (MAA: metabolito del acido
acético) en un 15% (Figura. 2) 2, g.

En cuanto al metabolismo de fase Il en humanos el MTZ solo presenta
conjugacion con el acido glucurénico en posicion 1 (7%) y su metabolito

hidroxilado en posiciones 1y 2 (3%) 2, g
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Figura 2. Metabolismo del metronidazol en mamiferos tomado y modificado de Loft S, 1990 .

Farmacocinética

El MTZ puede ser administrado por via: intravenosa, tépica, vaginal, rectal y oral.
En humanos se absorbe rapida y casi totalmente (biodisponibilidad mayor al 90%).
Se difunde bien en casi todos los tejidos y fluidos corporales 1.4, permitiendo que
se alcancen concentraciones similares en plasma y otros tejidos, incluso la leche
materna. EI MTZ puede atravesar la barrera feto placentaria y la hemato

encefalica 7).
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La absorcién en forma oral del MTZ es excelente, alcanza niveles detectables en
plasma entre 1 y 2 h después de su administracion. La concentracion maxima
(Cmax) en plasma es de 12 pg/mL con una dosis de 500 mg ;3. Su union a
proteinas es baja (menor al 20%), con una vida media de eliminacion que oscila

entre 4-12 h con un promedio alrededor de 8 h (4,1q).

La eliminacién en humanos es principalmente por via renal (alrededor del 80%),
mayormente en su forma de metabolitos, el MH representa el 40% de la excrecion
urinaria y el MAA el 15%. Se ha observado una variacion interindividual del 14%
en la cantidad de metabolitos formados 5. En forma de MTZ se elimina el 20% de

la dosis y del 6-15% del MTZ es excretado en las heces 4.

Efectos adversos del Metronidazol

El MTZ es generalmente muy bien tolerado sin embargo se pueden presentar
reacciones adversas severas lo que lleva a suspender el tratamiento. Las mas
comunes ocurren en el tracto gastrointestinal: nauseas, diarrea, dolor estomacal,

calambres abdominales y constipacion 1.

Con menor frecuencia se presentan efectos en el sistema digestivo, como
desagradable sabor metalico y vémito. Ocasionalmente se puede presentar:
disuria, cistitis, sequedad bucal, salpullido, dolor de cabeza y puede ocurrir
insomnio. Falta de coordinacién, mareos, vértigo, encefalopatia, convulsiones y

ataxia son efectos neurotéxicos raros que hacen que se interrumpa el tratamiento

[11,12]-

La dosis debe ser disminuida en pacientes con enfermedades obstructivas del

higado o disminucion hepatica, cirrosis alcoholica o disfuncion renal severa p.
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Genotoxicidad y Carcinogénesis.

El MTZ ha demostrado ser mutagénico en sistemas bacterianos, induciendo
principalmente substituciones en pares de bases 413. El farmaco reducido forma
enlaces covalentes con las bases citocina y guanina del ADN (aductos), asi como

sustitucion de pares de bases y rompimientos de la cadena de ADN [14).

Se ha demostrado en roedores que el efecto genotéxico del MTZ el cual se
metaboliza en acetamida y acido oxamico, compuestos altamente téxicos que
provienen del metabolismo de la flora intestinal y que son capaces de dafar al
ADN (2.

Es capaz de inducir tumores en ratas y ratones de manera género-selectiva, ya
gue se ha observado que incrementa la formacion de tumores testiculares y de
pituitaria en ratas macho y de hepatomas y mamarios en ratas hembra 2. También
se ha reportado la induccion de tumores pulmonares en ratones machos p,

linfomas en ratones hembras y cancer de colon en ratas p, 1.

Se han propuesto tres hipétesis sobre el posible origen del efecto genotdxico del
MTZ en las células humanas. La primera es la nitro-reduccion la cual podria
generar metabolitos que dafien al ADN; la segunda propone que el metabolismo
bacteriano en el intestino es el generador de compuestos genotoxicos. Sin
embargo, los productos del proceso de nitro-reduccion son de vida muy corta y
éstos junto con la acetamida y el acido oxamico, se forman en pequefas
cantidades para dar cuenta de la genotoxicidad de éste. La Ultima, es la
participacion del MH producido por el metabolismo oxidativo [y, el cual se forma en
cantidades mucho mas grandes y ha demostrado ser mutagénico en sistemas
bacterianos. Asimismo, es capaz de producir rompimientos de cadena sencilla,

aberraciones cromosomicas (AC), MN y la induccion de p53 1 2.

Se ha observado que entre las personas tratadas con MTZ, las que tienen

concentraciones mas bajas en plasma del farmaco son las que presentan el
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mayor dafio en el ADN lo que estad probablemente relacionado con una mayor
produccion del MH p.

GENOTOXICIDAD

Estudia los efectos que ejercen los agentes quimicos, fisicos y bioldgicos en la
integridad, expresion y regulacion del material genético de los organismos. En la
evaluacion de las sustancias se busca reconocer aquellas con actividad
genotoxica, con el fin de identificar el riesgo de exposicion a éstas, asi como
caracterizar la relacion dosis-respuesta y los mecanismos implicados en el efecto
116,17 Asimismo, el dafio al ADN puede ocasionarse a través de un proceso
bioldgico alterado. Si estos dafios no son reparados, la replicacién del ADN puede
dar por resultado una lesién permanente y en presencia de un promotor de tumor,
originar células preneoplasicas, neoplasicas y finalmente metéstasis. La célula
posee diferentes mecanismos de respuesta a fin de mantener la fidelidad e

integridad de la informacion genética p1g),

BIOMARCADORES

Son indicadores de la variacion de componentes 0 procesos bioquimicos o

celulares que pueden ser medidos en muestras biologicas [19, 20].
Los biomarcadores pueden ser de:

1. Exposicion: Miden la concentracion del xenobidtico o de sus metabolitos y su

analisis se realiza en fluidos biolégicos 21,

2. Efecto: Determinan los cambios fisiol6gicos, bioquimicos, genéticos o

moleculares que ocurren en las células o en los tejidos [21).

3. Susceptibilidad: implica una interaccién especial del xenobidtico con las

caracteristicas genéticas del individuo 21, 22,
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Con respecto a los de efecto, existen multiples pruebas para detectar la induccién
de dafio genético en humanos tanto in vivo como in vitro, entre las cuales se
encuentran: las AC, el intercambio de cromatidas hermanas (ICH), la electroforesis

unicelular en gel o ensayo cometa, el ensayo de micronucleos (MN), entre otras

(23]-

ENSAYO DE MICRONUCLEOS

El ensayo de MN es una de las técnicas mas empleadas para el monitoreo del
dafio cromosémico inducido por agentes clastogénicos o aneugénicos en cultivos
de linfocitos humanos. Su analisis también puede realizarse en células como
fibroblastos y exfoliadas de epitelio bucal y de orina [24. ES un ensayo para evaluar
la genotoxicidad de sustancias (exposiciones agudas y cronicas) y es una de las

mas usadas para identificar agentes cancerigenos [2s, 26,

Los MN son corpusculos de cromatina separados del nucleo principal que se
forman durante la transicion de metafase a anafase. Se encuentran en el
citoplasma y se originan a partir de rompimientos de cromosomas que pueden
ocurrir en G1 o G2, o bien, por cromosomas que sufren rezago anaféasico (dafio

del huso acromatico) o inactivacion del centrOmero (27, 25, 29;.

Ensayo de micronucleos con bloqueo de la citocinesis.

El ensayo de MN con el bloqueo de la citocinesis (BC) es un método muy utilizado
para medir la frecuencia de MN en cultivos celulares humanos y de otros
mamiferos [3g. Las ceélulas son tratadas con Citocalasina-B (CytB), metabolito
aislado del hongo Helminthosporum dematoideum que inhibe la polimerizacion de
actina, impidiendo la citocinesis ya que no permite la formacion del anillo contractil
durante la telofase mitética, originando células binucleadas (BN) que han sufrido

una sola division (Figura. 3) (3y.
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Anafase
mitotica

Sin Citocalasina-B Con Citocalasina-B

a)“

Figura 3. Formacion de MN debido a la pérdida de un cromosoma entero y fragmentos cromosomicos de tipo
acroceéntrico en anafase mitética. a) Células mononucleadas con MN sin citocalasina B y b) Célula binucleada

con MN en presencia de citocalasina-B. Tomado y modificado de Fenech M, 2007 [32].

El bloqgueo de la citocinesis permite distinguir facilmente entre células
mononucleadas (Mo) las cuales no se han dividido y las células BN o
polinucleadas (PN), las cuales han completado dos o mas divisiones celulares
(Figura. 4) 32. Esto permite identificar los MN en células que Unicamente se han

dividido una sola vez.

a)@b)‘ﬂ’

Figura 4. Divisiones celulares observadas en el ensayo de MN: a) Célula mononucleada, b) Célula binucleada
y ¢) célula polinucleada. Tomado y modificado de Fenech M. 2007 [32].

Existen diversos factores que pueden influir en la frecuencia basal de MN: la edad,
el género (las mujeres presentan una frecuencia basal superior a la de los

17



hombres), la entrada en la menopausia, el desarrollo de osteoporosis el

tabaquismo, la deficiencia de acido fdlico y la de vitamina B12 24).

Criterios para evaluar células binucleadas.

Las células BN en las cuales se evalla la frecuencia de MN deben tener las

siguientes caracteristicas [z3:

1. Células binucleadas (solo con una division).

2. Los limites de la membrana de la célula BN deben estar
claramente distingibles e intactos (sin rasgaduras o

rompimientos).

3. Los nucleos de la célula BN, deben tener su membrana

T nuclear intacta y dentro del citoplasma.

Célula BN 4. Los dos nucleos deben tener el mismo tamafio

aproximadamente y con la misma tincion.

5. Ambos nucleos de la célula BN pueden tocarse pero no

sobrelaparse entre ellos.

18




Criterios para determinar micronucleos.

Los MN deben ser morfolégicamente idénticos y mas pequefios que los nucleos

principales y deben tener las siguientes caracteristicas [z3:

1. El diametro de un MN en linfocitos humanos por lo
general esta entre 1/16 y 1/3 de lo que mide el

didmetro del nucleo principal.
2. Los MN tienen una forma redonda.
3. Los MN no son refringentes.

4. Los MN no deben estar unidos ni traslapados al

nacleo principal, si se encuentran muy cercanos al

nacleo, el limite de los MN debe de ser distinguible.

ELECTROFORESIS UNICELULAR EN GEL O ENSAYO COMETA.

La electroforesis unicelular en gel es un método ampliamente utilizado en ensayos

in vitro e in vivo para la deteccion de agentes con un potencial genotoxico (4.

Es una prueba sencilla, rapida y sensible que nos permite evidenciar el dafio al
ADN por rupturas de cadena doble, cadena sencilla y sitios &lcali-labiles en un
pequefio nimero de células, ocasionado por diferentes agentes fisicos, quimicos

y/O biO'égiCOS [35,36,37,38]-

El método consiste en embeber células en un gel de agarosa, las cuales se lisan 'y
se someten a una electroforesis. Durante la electroforesis, el dafio presente en el
ADN migra fuera del nucleo celular hacia el anodo y forman una cauda o cola cuyo

tamafo corresponde al dafio al ADN de la célula 3s,36 39
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La magnitud del dafio se evalla de acuerdo a la longitud de la cola y a la
intensidad de la fluorescencia de los fragmentos. Con algunas modificaciones,
esta técnica puede usarse para evaluar si hay alteracion de los mecanismos de

reparacion (ensayo cometa con “reto”) ss 39,4

Su uso ha aumentado en los ultimos afios. Este amplio uso se debe
principalmente a que es muy versatil, en donde practicamente cualquier tipo de
tejido puede ser empleado y sélo se requiere de un bajo numero de células. Dadas

estas ventajas, se ha convertido en una prueba ideal en comparacion a otros ;.

Ensayo de cometa en la evaluacion de la capacidad de reparacion del ADN

Los mecanismos de reparacion del ADN constituyen un sistema de defensa contra
los efectos de los agentes genotoxicos. En las células en proliferacién la mayoria
del dafio es eliminado antes de que entren en el proceso de replicacion, sin
embargo, en algunos casos este dafio no se repara y se puede fijar como
mutaciones en el ADN. Es evidente que la capacidad de reparacion puede influir

en el riesgo de cancer (4.

Mediante el ensayo cometa se puede evaluar la eficiencia de la reparacion (a3
Consiste en exponer a las células dafiadas con un agente inductor de dafio (H,05),
dejar incubar por un tiempo determinado, lavar para eliminar el compuesto, dejar
en recuperacion durante intervalos de tiempo establecidos y finalmente someter a

las células a electroforesis unicelular en gel para evaluar el dafio remanente [a4).

Se ha observado que aproximadamente el 50% del dafio se repara en los
primeros 15 minutos y la reparacion total se efectia en una o dos horas

posteriores al tratamiento 43).
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ANTECEDENTES.

La actividad genotdxica del MTZ ha sido estudiada por medio de diferentes

ensayos tanto in vitro como in vivo.

El MTZ ha demostrado ser mutageno en sistemas bacterianos, induciendo
sustituciones de pares de bases |, 44.. En células de la linea CHO y médula 6sea
de raton ha sido capaz de inducir un incremento de AC y anafases anormales s).
Asimismo, se ha observado un incremento de AC y MN, infertilidad en machos y la
induccién de dominantes letales en estudios realizados en ratones. Asimismo, ha
producido tumores en ratas y ratones de manera género-selectiva, ya que se ha
observado un incremento en la formacidn de tumores testiculares y de pituitaria en
ratas macho, asi como hepatomas y tumores mamarios en ratas hembra. También
se ha reportado la induccion de tumores pulmonares en ratones machos y

linfomas en ratones hembras 2, 15).

En un estudio realizado en nueve ovejas tratadas con dosis terapéuticas humanas
de MTZ (1 g por dia durante 10 dias) mediante el ensayo HPRT, no se encontro la
induccion de mutaciones importantes como grupo, pero si una relacion entre la
concentracion del medicamento en plasma y la frecuencia de mutaciones en
linfocitos. Asi que aquellos animales que presentaron las tasas mas lentas de

eliminacion de MTZ fueron los que tenian las mayores tasas de mutacion [ 4g).

Los resultados observados en poblaciones humanas expuestas terapéuticamente
al compuesto son controversiales. Se ha observado que el MTZ y su MH tienen la
capacidad de inducir rompimientos de cadena sencilla y AC . En linfocitos de
sangre periférica de 15 pacientes con la enfermedad de Crohns tratados con MTZ
por varios meses, se observd un incremento significativo en AC 4. Reitz y
colaboradores estudiaron a 10 pacientes femeninas con Trichomonas vaginalis, a
las que se les tratd con 3 dosis de 400 mg por dia durante 4 dias, encontrando un
incremento  significativo en rompimientos de cadena sencilla de ADN 7.
Menéndez y colaboradores (2001) evaluaron el efecto genotoxico en 10 sujetos

sanos tratados con 3 dosis de 500 mg por dia de MTZ durante 10 dias. Los
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resultados mostraron un incremento significativo en 2 de los 10 sujetos al analizar
AC, MN vy rompimientos de cadena sencilla. Otro hallazgo fue que las
concentraciones del MTZ en plasma correlacionaron inversamente con el dafio al
ADN. Asi los sujetos con altas concentraciones del farmaco tenian el menor dafio
48 EStos autores sugieren que el dafio al ADN puede ser generado por los
metabolitos oxidados antes que por el mismo compuesto parental. Sin embargo,
Salamanca y colaboradores encontraron resultados negativos al determinar AC en

medula 6sea de infantes tratados con este farmaco [ag).

Los datos sobre la carcinogénesis del MTZ para los seres humanos son ambiguos.
Los datos disponibles de estudios epidemioldgicos son insuficientes para evaluar
la relacién entre la exposicibn humana al MTZ y el cancer. Se ha encontrado que
causa un incremento en la incidencia de cancer de cuello uterino y cancer de
pulmén en estudios de mujeres tratadas por infecciones causadas por
Trichomonas vaginalis. Sin embargo se ha dicho que la tricomoniasis es un factor
de riesgo para cancer de cuello uterino y el incremento en cancer de pulmén se

atribuye al habito de fumar, deslindando asi al MTZ como posible inductor ().

A la fecha, la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC, por
sus siglas en inglés) lo considera carcin6geno en animales, pero sin suficiente

evidencia para serlo en humanos (grupo 1IB) sg.
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3. JUSTIFICACION.

El metronidazol es un compuesto ampliamente utilizado en la terapia
antiparasitaria a nivel mundial y estd considerado como un medicamento inocuo.
Sin  embargo, presenta un efecto genotoxico en diferentes modelos
experimentales, aunque este efecto en humanos es controvertido. Por este motivo
es necesario ver si estas diferencias en el dafio al ADN son debidas a una
susceptibilidad individual.

4. HIPOTESIS.

El tratamiento con metronidazol en humanos producird dafio al ADN, lo que se
reflejard en un aumento en la frecuencia de microndcleos asi como en
rompimientos de la cadena del ADN. Este dafio serd dependiente de la
susceptibilidad individual y podrOia estar relacionado con la disminucion en la

capacidad de reparacion de las células.

5. OBJETIVO.

Evaluar el efecto genotdxico del metronidazol en linfocitos de sangre periférica de

individuos tratados con dosis terapéuticas para parasitosis intestinal.

Objetivos particulares.

Evaluar el efecto del metronidazol en la proliferacién celular mediante el indice de

division nuclear.

Evaluar el dafio al ADN causado por el metronidazol mediante el ensayo de

micronucleos.

Evaluar el dafio al ADN causado por el metronidazol mediante el ensayo cometa.
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Determinar la capacidad de reparacion de las células por la exposicion al

metronidazol mediante el ensayo cometa con reto.

Correlacionar la frecuencia de micronacleos con la capacidad de reparacion

celular.
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6. MATERIAL Y METODOS.

Sujetos de estudio.

Participaron en el estudio 19 donadores aparentemente sanos, entre 19 y 23 afios
de edad, interesados en un tratamiento para desparasitarse. Se les pidi6 llenar un

cuestionario y firmar un consentimiento informado.

Tratamiento.

Antes del tratamiento con MTZ se obtuvo de los individuos participantes sangre
periférica (aproximadamente 10 mL) en tubos vacutainer con heparina. Se les tratd
con MTZ (Flagil, Laboratorios Sanofi) 3 dosis de 500 mg por dia durante 8 dias. Al
término, se procedi6 a la toma de la segunda muestra sanguinea la cual se llevé a

cabo 8 h después de la ultima toma de medicamento.

Aislamiento de linfocitos.

Previo a la separacion de linfocitos, se apartaron 150 uL de sangre completa para

el ensayo cometa.

La separacién de los linfocitos de la sangre completa se llevé a cabo mediante un
gradiente por densidad. Se utilizaron tubos cénicos de 15 mL conteniendo 5 mL de
Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich, St. Louis MO), e igual volumen de sangre
completa, el cual se deposita por estratificacion. Se centrifuga durante 20 min a
1600 rpm. De esta manera se obtiene un anillo de células blancas, el cual se
recupera cuidadosamente. Se lavaron con 10 mL de medio RPMI-1640 (Sigma-
Aldrich, St. Louis MO) y se centrifugaron a 3000 rpm durante 20 min. Se retiro el
sobrenadante y el botén de células se resuspendié en 1 mL de medio RPMI-1640

para el conteo de linfocitos para el ensayo de MN.
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Conteo celular.

En un tubo eppendorf se colocaron 900 yL de medio RPMI-1640, 80 uL de azul
tripano (Sigma-Aldrich, St. Louis MO) y 20 pL de las células resuspendidas. Para
el recuento de linfocitos, se utilizan los cuatro cuadrantes externos de una camara

de Neubauer. El nUmero de células se determina con la formula:

N, cel/mL = N, células contadas/4 X 50 X 10000.

Ensayo de Micronucleos.

En 5ml de medio RPMI-1640 suplementado con 1% de aminoacidos no esenciales
(Sigma-Aldrich, St. Louis MO), 1% L-glutamina (Sigma-Aldrich, St. Louis MO) y
10% de suero fetal bovino (PAA) se sembraron 1 x10° linfocitos. La proliferacion
de los linfocitos se estimuld mediante la adiciéon al cultivo de 150 pL de
Fitohemaglutinina (PHA, Sigma-Aldrich, St. Louis MO) como mitogéno, las células
se incubaron a 37°C. La Citocalasina B (6 pg/mL CytB, Sigma-Aldrich, St. Louis
MO) se aplicé durante las ultimas 24 h del cultivo y la cosecha celular se realizé a
las 72 h.

Al término de las 72 h de cultivo, las células se prefijaron afiadiendo 1 mL de
solucién fijadora fresca Carnoy (metanol:acido acético glacial 3:1), los tubos se
mezclaron por inversion y se centrifugaron a 1200 rpm por 10 min. Se les retir6 el
sobrenadante. Se fijaron y lavaron con 5 mL de fijador 3 veces mas siguiendo el
mismo procedimiento. Se prepararon las laminillas por duplicado y se codificaron.
Se tifleron con Hemacolor (Merck, Germany) por 8-12 segundos, para Ssu

evaluacion al microscopio (Olympus BH-2).

Para determinar el efecto genotoxico del MTZ, se determing la frecuencia de MN

en 1000 linfocitos BN por laminilla.

La cinética de proliferacion de linfocitos fue analizada en 200 células,

determinando la frecuencia de células Mo, BN y PN (Figura 4). La proliferacién
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celular, se determin6 mediante el indice nuclear (IN), utilizando la siguiente
ecuacion:

IN= [Mo + 2BN + 3PN]/200.

En la Figura 5 se presenta el diagrama de flujo del procedimiento para el ensayo
de MN y el IN.
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19 Voluntarios
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X 8 dias.

é
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Separacion de linfocitos
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!

Tincién y lectura de MN

Figura 5. Diagrama de flujo del ensayo de micronucleos e indice nuclear.
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Ensayo Cometa con “reto”.

Se prepararon tubos eppendortf previamente etiquetados (C, To, T30, Teo, NHU)
conteniendo 1000uL de medio de cultivo RPMI-1640 por cada individuo. A todos,
excepto al control (C) se les adicionaron 10uL de H,O, (100 uM) como agente
inductor de dafio celular y al marcado como NHU, se le adicionaron 10 ul de n-
hidroxiurea (Sigma-Aldrich, St. Louis MO) como inhibidor de la reparacion. A cada
tubo se agregaron 20 pL de sangre periférica. Se dié un tiempo de exposicién de
10 min. Trascurrido este tiempo, las células se centrifugaron a 5000 rpm durante 5
min, se les retird el sobrenadante y se les adicion6 1 mL de medio RPMI-1640. Se
incubaron a 37°C durante 0 min el tubo (To), 30 min (T3p) y 60 min (Teo y NHU).

Preparacion de laminillas.

Se prepararon portaobjetos con 150 pL de agarosa de punto normal de fusién
(Sigma-Aldrich, St. Louis MO) al 0.5% extendida y secada a la estufa. Al
transcurrir el tiempo de cada muestra, las células se resuspendieron en 150 uL de
agarosa de bajo punto de fusiéon (ABPF, Sigma-Aldrich, St. Louis MO) al 0.5% a
37°C. Se tomaron 75 L y se colocaron en el portaobjetos, se dejo polimerizar la
agarosa a 4°C por 5 min aproximadamente. Posteriormente se agrego una tercera
capa de 75 uL ABPF y se dej6 polimerizar por 5 min a 4°C. Las preparaciones se
colocaron en la solucion de lisis (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris; en
fresco: Triton X-1% y DMSO 10%) por una noche a 4°C. Las laminillas se

prepararon por duplicado para cada condicion y se codificaron.

Desenrollamiento y Electroforesis.

Pasado el tiempo de lisis se colocaron las preparaciones en la camara de
electroforesis horizontal y se sumergieron en la solucion amortiguadora de
electroforesis (300 mM NaOH/1 mM EDTA, pH 13), durante 20 min para el
desenrollamiento del ADN; pasado el tiempo, se inicio la electroforesis a 25 voltios
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(V) y 300 miliamperios (mA) por 20 min. Una vez terminado el proceso, los geles
se enjuagaron con solucién de neutralizacion (Tris 0.4 M, pH 7.5) 2 veces por 1
min, se escurrio el exceso de la solucidén y se enjuagaron 2 veces con etanol al 96
% por 1 min, para deshidratar la agarosa. Se dejaron secar a temperatura

ambiente.

Para su evaluacion en el microscopio (Olympus BX-60), las laminillas se tifieron
con 20 pL de bromuro de etidio (0.1 mg/mL) y se determiné el dafio al ADN como
el momento de la cola mediante el software Comet Assay 4. Se cuantificaron 25

nacleos por laminilla.

En la Figura. 6 se presenta el diagrama de flujo del procedimiento para el ensayo

cometa con reto.
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Figura 6. Diagrama de flujo del ensayo cometa con reto.



7. ANALISIS ESTADISTICO.

El analisis estadistico se llevé a cabo utilizando el programa Graph Pad Prism 5.0.
Todos los resultados por grupo (MN, IN y cometa) en este estudio se expresaron
como promedios y desviacion estandar mediante la prueba t de Student. El nivel

de significancia fue de p<0.05.

Para realizar el andlisis de los resultados del ensayo cometa con reto, se utilizo la
prueba de ANOVA de una via con la prueba de Dunns para comparacion multiple,
utilizando graficas de distribucion de cajas y bigotes. El nivel de significancia fue
p<0.05.

La correlacion entre frecuencia de MN y momento de la cola de los diferentes
tiempos de reparacion después del tratamiento con MTZ se realiz6 mediante la

correlacion de Spearman y regresion lineal.

Las determinaciones de todos los experimentos se realizaron por duplicado.
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8. RESULTADOS.
Efecto del MTZ en la proliferacion celular.

Se analizo el indice de proliferacion nuclear antes y después del tratamiento con
MTZ, los resultados observados muestran que el MTZ no modifica de manera
significativa la proliferacion celular (Figura 7).
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SIMTZ C/IMTZ

Figura 7. Efecto del MTZ en el indice nuclear. Los resultados corresponden a los promedios antes y
después del tratamiento de 19 individuos. Prueba t de Student. p=0.3229.
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Efecto genotdoxico del MTZ por medio del ensayo de micronucleos con
blogueo de la citocinesis.

A los 19 voluntarios, se les tom6é una muestra de sangre periférica antes y

después del tratamiento con dosis terapéutica del farmaco.

Se evaluo la genotoxicidad que presenta el MTZ en los individuos participantes.
Los resultados obtenidos muestran un incremento significativo como grupo en la

frecuencia de MN después del tratamiento, con una p=0.002 (Figura 8).

*kk

MN/1000 células BN
>

S/IMTZ C/MTZ

Figura 8. Efecto genotéxico del MTZ mediante el ensayo de micronlcleos. Los resultados
corresponden alos promedios antes y después del tratamiento. Prueba t de Student. ***p=0.002

Al analizar los resultados, se observaron diferencias individuales en la frecuencia

de MN (Figura 9), las cuales se agruparon en tres grupos de acuerdo al
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incremento en el nUmero de MN normalizados contra su valor basal antes del

tratamiento (Figuras 10).
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Figura 9. Diferencias en la frecuencia de MN antes y después del tratamiento.
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Figura 10. Frecuencia de MN normalizada antes y después del tratamiento. Grupo 1) Individuos con
incremento menor al doble de su valor inicial; Grupo 2) Individuos con incremento mayor al doble pero
menor a cuatro veces su valor inicial y Grupo 3) Individuos con incremento mayor a cuatro veces el

valor inicial.

Dafio al ADN y efecto en los mecanismos de reparacion inducidos por MTZ

mediante el ensayo cometa.

Se analizé el efecto del MTZ a través del ensayo cometa para determinar
rompimientos de una cadena del ADN. Se compararon de manera grupal las
lecturas basales del momento de la cola antes y después del tratamiento con MTZ.
Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en el dafio al ADN causado por

el MTZ en los individuos participantes después del tratamiento (Figura 10).
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Momento de la cola

SIMTZ C/IMTZ

Figura 11. Efecto genot6xico del MTZ mediante el ensayo cometa. Los resultados corresponden a los
promedios antes y después del tratamiento. Pruebat de Student. *p<0.05

El ensayo del reto consisti6 en exponer las muestras sanguineas a un agente
inductor de dafio (H2O,) durante 10 min, después de los cuales, las células se
lavaron por centrifugacion y se dejaron durante 30 y 60 min para permitir la
reparacion del dafio al ADN.

Los resultados muestran que la sangre de los individuos antes del tratamiento con
MTZ, comenzé a reparar desde los 30 min, alcanzando los niveles basales a los
60 minutos (Figura. 11a). La sangre de los individuos después del tratamiento con
MTZ, mostré diferencias significativas en los tiempos 30 y 60 minutos de

reparacion con respecto a su basal (Figura. 11b).
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Figura 12a. Reparacion celular mediante el ensayo cometa con reto, antes del tratamiento con MTZ.
ANOVA de una via con la prueba de Dunns para comparacion multiple. **p<0.0001 con respecto al

valor basal.

Las muestras después del tratamiento con MTZ, no alcanzaron los niveles basales
aun después de los 60 minutos de reparacion, por lo que se encontraron
diferencias significativas (p<0.05) con respecto a la basal en el To, T3, Teo ¥ NHU
(Figura. 11b).
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Figura 12b. Reparacion celular mediante el ensayo cometa después del tratamiento con MTZ. ANOVA

de una via con la prueba de Dunns para comparacion multiple. * p<0.05 con respecto al valor basal.

Correlacion entre la frecuencia de MN y momento de la cola de los tiempos

de reparacion después del tratamiento con MTZ.

Con el fin de determinar si el incremento en el numero de MN ocasionado por el
tratamiento con MTZ pudiera estar asociado al retardo en la reparacion, se
realizaron las correlaciones y las regresiones lineales entre la frecuencia de MN y
el momento de la cola en las condiciones basales y a los tiempos 30 (T3) y 60
(Teo) minutos de reparacion (Figura. 12). Al comparar la frecuencia de MN con el
momento de la cola después del tratamiento, no se encontré0 una correlacion
significativa del dafio al ADN con el grupo basal y el T3, (Figura. 12a y b). Sin

embargo, entre la frecuencia de MN y el Tg de reparacion, se encontré una
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correlacion significativa (p< 0.05), a pesar de tener un r=0.4150. Esto sugiere que
los individuos que no alcanzan a recuperar los niveles basales de dafio aun
después de 60 minutos de reparacion, pudieran tener alguna alteracion en sus
mecanismos de reparacion que estuviera ocasionando una mayor frecuencia de
MN (Figura. 12c).
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Figura 13. Correlacion entre frecuencia de MN y momento de la cola después del reto con H,O; en linfocitos de los
individuos tratados con MTZ. a) Momento de la cola basal; b) Momento de la cola después de 30 minutos de
reparacion; c) Momento de la cola después de 60 minutos de reparacion. Se analizaron las muestras de 14
individuos que contaban con los ensayos completos. Andlisis estadistico: correlacion de Spearman y regresion

lineal.
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10. DISCUSION.

El MTZ es uno de los medicamentos mas ampliamente utilizados en todo el
mundo para el tratamiento de parasitosis, sin embargo, la capacidad que éste
presenta para inducir un efecto genotoxico en células humanas es un tema

controversial p1;.

En este estudio se evalud el efecto genotoxico del MTZ, el cual se realiz6 en 19
voluntarios tratados con dosis terapéuticas de MTZ. Los resultados indican que el
MTZ fue capaz de producir un incremento en la frecuencia de micronucleos, asi

como en el dafio al ADN determinado mediante el ensayo cometa.

Es importante sefialar que en este estudio se encontraron diferencias individuales
en el efecto genotdxico del MTZ. Se observo un incremento de MN con respecto a
las muestras tomadas previas al tratamiento. Dicho incremento se pudo
categorizar en tres grupos: 1) un grupo de 12 individuos con un incremento menor
al doble; 2) un grupo de 2 individuos con un incremento mayor al doble, pero
menor que el cuadruple; y 3) 5 individuos que presentaron un incremento mayor
de cuatro veces su frecuencia antes del tratamiento. Un comportamiento similar se
habia observado en un estudio previo realizado en este laboratorio, en el que se
analizé la frecuencia de AC en 10 individuos tratados con MTZ, las AC se
incrementaron significativamente. Sin embargo, dos individuos mostraron un
menor incremento de dafio al ADN, mientras que en el resto de los individuos el
incremento fue de al menos el 100% después de la administracion de MTZ 5.
Estas diferencias en la respuesta pueden estar dadas por genes relacionados con
el metabolismo del MTZ 51;. Se ha propuesto que el MTZ es metabolizado por
enzimas de la familia del citocromo P450, produciendo dos metabolitos principales
el MH y el MAA, siendo el primero mas mutagénico que el mismo MTZ [44. De esta
manera, en el laboratorio se propone que los individuos que metabolicen el MTZ
produciendo una mayor cantidad del MH, seran los que tendran un mayor efecto
genotoxico. Esta correlacion sera necesaria realizarla obteniendo el perfil

metabdlico de cada individuo.
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Por otro lado, se ha observado in vitro que el MTZ activa al gen p53 (gen supresor
de tumores), el cual esta considerado como el “guardian del genoma” por su
capacidad de detectar dafio al ADN y enviar sefiales a la célula para que de
acuerdo al grado de dafio, ésta se repare 0 se active la via de apoptosis.
Meneéndez y col 13, demostraron que el MH fue capaz de inducir MN en las lineas
celulares (RKO y HelLa) con p53 funcional y que tanto el MTZ como el MH
indujeron MN en lineas celulares deficientes de la funcién de p53 (RKO-E6, C33-A
y Jurkat). Ademas, los niveles de la proteina de P53 también se incrementaron en
las células, sugiriendo que probablemente esto se deba a una disminucion del
MTZ relacionada principalmente con la produccién de MH.

En relacion a los rompimientos de cadena sencilla del ADN, Reitz y colaboradores
(477 encontraron en pacientes con Trichomonas vaginalis, aumento significativo de
éstos, inmediatamente después del tratamiento con MTZ, mismo que regreso a
sus valores basales después de 7 dias. En contraste, Lambert B. y colaboradores
en 1979 (521 no encontraron efectos genotdxicos in vitro debido al MTZ y sus dos
principales metabolitos, al analizar la frecuencia de AC, ICH y la induccion de la
sintesis de reparacion del ADN en linfocitos humanos. Sin embargo, en otro
estudio en el que se evalu6é el efecto genotdéxico del MTZ en 10 individuos
utilizando el ensayo cometa, se observaron niveles significativos de dafio al ADN
un dia después del término del tratamiento en 9 de los 10 individuos, encontrando
una correlacion inversa entre el dafio al ADN y las concentraciones plasmaticas de
MTZ; asi, los sujetos con las concentraciones mas altas de MTZ fueron los que
presentaron menor dafio al ADN. Los autores sugieren que los rompimientos del
ADN podrian haberse generado por el MH méas que por el MTZ y que las
diferencias individuales en la concentracion del farmaco en plasma correlacionan
con el efecto genotoxico g. En otro estudio realizado en 13 individuos a los que
se les administr0 MTZ en dosis terapéutica, no se encontraron diferencias
significativas en los valores de migracion del ADN determinado en linfocitos
mediante el ensayo cometa. Las muestras fueron tomadas 2 h después del
tratamiento, la concentracién de MTZ en plasma se midié mediante cromatografia

de gases/espectrometria de masas, encontrando valores superiores a 25 pg/mL
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de MTZ. Con esto, los autores concluyen que el MTZ no es genotdxico ni
carcinogénico 53 En contraste, en nuestro trabajo se encontraron diferencias
significativas en el dafio al ADN medido mediante el ensayo cometa. Cabe sefalar
gue las muestras de sangre fueron tomadas después de 8 h de la ultima toma del
medicamento. Este es el tiempo de vida media del MTZ, con lo cual se puede
asegurar la presencia de los metabolitos en el plasma y con ello la posibilidad de
causar dafio al ADN de los linfocitos. El incremento de dafio al ADN como grupo y
las diferencias individuales encontradas en este estudio, indican una posible

asociacion con el metabolismo de este farmaco.

En el presente trabajo también se estudio si la capacidad de reparacion de las
células es afectada por el tratamiento con MTZ. Los resultados obtenidos
mostraron que los leucocitos de la sangre obtenida después del tratamiento con
MTZ, al recibir una segunda exposicion con un agente inductor de dafio como el
H.O,, fueron incapaces de reparar dicho dafio, aun después de 60 minutos. Esto

podria deberse a un retraso en los mecanismos de reparacion

Con el fin de determinar si hay una asociacion entre la capacidad de reparacién de
las células y la genotodxicidad inducida por el MTZ, se realizdé una correlacién con
la frecuencia de MN vy los tiempos de reparacion. Se observé que los individuos
gue presentaron un mayor incremento en la frecuencia de MN, no alcanzaron a
reparar el dafio aun después de 60 min. Estos datos concuerdan con los
resultados obtenidos en el estudio realizado por Menéndez y colaboradores en el
2001 observando que el dafio al ADN en 2 de 10 individuos, permanecia 15 dias
después del tratamiento con MTZ mientras que los niveles de rompimientos de
ADN tendieron a disminuir en la mayoria de los voluntarios. Los autores sugieren
qgue podria deberse a diferencias en la capacidad de reparacion dependiente de la
funcionalidad de pS3 por efecto del MTZ o sus metabolitos (4.

En resumen, nuestros resultados indican que dosis terapéuticas de MTZ son
capaces de producir dafio genotoxico dependiente de la susceptibilidad individual
y que esta susceptibilidad podria depender del metabolismo del farmaco, asi como

de la capacidad de reparacion de cada individuo. Es necesario realizar estudios
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gue asocien la genotoxicidad del MTZ con el perfil metabdlico individual, que
permitan demostrar que la susceptibilidad individual esta dada por el MH, asi

como llevar a cabo estudios que analicen la participacion de genes de reparacion.
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CONCLUSIONES.
El MTZ no gener6é modificaciones en la proliferacion celular.

Dosis terapéuticas de MTZ produjeron efecto genotoxico, encontrdndose
diferencias en la frecuencia de MN producidos por accion del farmaco, lo que

indica susceptibilidad individual.

El tratamiento con MTZ produjo un incremento significativo de rompimientos de

cadena sencilla del ADN.

Las células de los individuos después del tratamiento con MTZ, al recibir una
segunda exposicion o reto (H.0;), no fueron capaces de reparar el dafio, aun

después de 60 minutos.

Se observo una correlacion inversa entre el incremento en la frecuencia de MN y

la capacidad de reparacién celular.
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