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RESUMEN

Fn la actualidad, la contaminacion ambiental por agentes quimtcos potencialmente
tnxicos s una preocupacion a nivel mundial debido a los riesgos y efectos que conlleva para
ia salud humana y los ecosistemas en general; en el campo de fa salud, la incerbidumbre con
respecto a la probabilidad de ccurrencia de un efecto toxico particuiar derivado de la

expostcion a los agentes quimicos y medicamentos, €s hoy extremadamente alta

F! interés de realizar un estudio de genotoxicidad del metotrexato (mix) surge de la
observacion de los severos efectos adversos cominmente presentes en los pacientes que
padecen algdn tipo de céncer y gque reciben un tratamiento con este farmaco a dosis

niciabmente terapenticas v posteriormente elevadas de forma frecuente

E1 material brolégico empleado fue sangre periférica tomada por puncién venosa de un
donador masculing clinicamente sano, de 24 afios de edad, sin hdbtos de beber y fumar, ¥ que
durante ai menos 13 dias previos al estudio no tomé medicamentos. En estc estudio se
probaron cuatro diferentes concentraciones de metotrexato (5, 10, 15, y 20pg/ml} que se
encucntran entre la concentracion plasmatica terapéutica, la concentracion toxica y
concentraciones por armiba de ésta, utilizando un control negafivo y un control posifivo de

11-03; simultapeamente

El modelo cefular uthizado fueron los linfocitos humanos que se obtuvieron a partir de
la mucstra de sangre por gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque, de aqui, se prepar$ una
suspension cefular de 350000 céls/ml y éstas se expusieron al metotrexato durante ! hora. Se

realizo también un prupo experimental adicional en el que despucs de la exposicion de los

ik
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linfocitos a Spg/ml de metotrexato (MTX) durante 15 minutos, éstos mismos se¢ expusieron a

H,0; durante 45 minutos. Posteriormente se procedio, en todos los casos, a la realizacion del

Ensayo Cometa

Debido a que ¢l Ensayo Cometa es una técnica de diagndstico sensible, répida,
reproductble y confiable, se eligié como prueba de monitoreo para estudiar el comportainiento
genotoxico del metotrexato (MTX) sobre linfocitos humanos El presente estudio se llevé a

cabo w1 wire, sin la adicién de fraccidn microsomal hepética

Los resultados en las céiulas sometidas a las concentraciones de MTX probadas en éste
experimento, mostraron tener una diferencia estadisticamente significativa con respeclo al
control ncgative en las concentraciones de 10, 15, y 20pg/ml ; y con respecto al conirol
postin g de Ha0; resultaron tener diferencia estadisticamente significativa las concentraciones
de 5. 10y I15pg/ml Los datos obtemdos en el grupo experimental adicional (Spg/mi  de
NI - (), sefalan que existe  una  diferencia  estadisticamente sigrificativa
respecto a todas las concentraciones de MTX probadas e incluso a [os controles positivo y
negative Lo anterior, ndica que el MTX presenta un efecto genotoxico sobre los
linfocios hwnanos en concentraciones de 10, 15 y 20ug/ml. Ademas, de esto se deriva que
aun en concentractones mas pequefias el MTX induce lesiones al ADN que representan un alto
ricsgo cuando van seguidas por la exposicion a otro agente que inferactia directa o

indirectarnente con el material genético.

Sc espera que este trabajo aporte datos importantes en el disefio de estrategias
terapéuticas en los pacientes con algin tipo de céncer, que reciben metotrexato en su

tratamicnto.
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INTRODUCCION
En los tltimos aios, se ha demostrado que los linfocitos y el sistema hinfoide
ocupan una posicion nmportante en el esquema de los mecanismes especificos de defensa del
orvanismo, tanto humoral eomo celular, aunque no pertenecen a los mecanisimos de reparacién

(dhale, 1983).

L1 hecho de que los hinfocitos se encuentren en circulacion mieractuando con el
farmaco, que también se mantiene en circulacion, sugiere que si cl Metotrexato {MTX) es un
agente genotoxeco, fos linfocitos seran representativos e indicativos de sus efectos 10xicos;
adenis, dstas célutas son de facil obtencion y representan un sistema bioldgico cerrado en el
que 3o resultados se aphican directamente al humano, ya que el fanmaco se emplea en &l. La
Latactenstica de permanecer nucleados puede verse como una ventaja, debido a que esto es

esoncial para ser nuilizados como modelo celular en ¢} Ensayo Cometa

L] Ensavo Cometa nos es utii porque retme sensibilidad, rapidez, reproductbilidad y
confiabilidad siendo una técaica microelectroforética para la visualizacion directa de dafio al
DNA ( Ostling, 1984) | utilizando sole una pequefia cantidad de muestra para proporcionar los
datos del dafio al DNA y de reparacién por célula individual (Singh y Trce, 1991), por fo que
en esla ocaston se ha elegido como prucba de monitoreo para la deteccion del efecto

penotoxico del MTX en hinfocitos humanos.

Aunque las células humanas mas cominmente uiilizadas en genotoxicologia son 10s

hnfocitos {Fasrbaim, 1995), algunos pardmetros pueden afectar la vespuesta de éstos en los
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ensayos en cultivo para detectar el dafio, pués se hia reportado una considerable variabihdad de
la fonmacion del cometa usando la electroforesis unicelular  (De Méo, 1991); Sin embargo, se
sabe que esta variabilidad se debe 2 diferentes factores como edad def donador (Singh, 1989,
Smgh, 1990) v actividad fisica (Hartmann, 1994), asi coma habutos de fumar (Betti, 1993}, lo
cual sc ha considerado scriamente en esic estudio para poder mosirar resultados

verdaderamente utiles.

vl
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1.- E! linfocito humano y la Toxicologia Genética

Ontogenia del linfocite humano

Las principales células del sistema mmune son tos linfocitos (fig. 1), los cuales pueden
ser T v B. Los primeros derivan de [a méduta dsea, pero maduran en el Timo; los segundos

también derivan de Ja médula 6sea de los hueses largos y maduran en los ganglios.

Lo mismo que las demas células de la sangre, los linfocitos T y B abandonan el tejido
hematopoyético de la méduta dsea de los huesos fargos, pasan a la sangre, circulan por los
vasos sanguineos y se distribuyen por todo el cuerpe Se localizan principaimente en organos
tnfordes como el Timo o los ganglios, pero también pueden infiltrar todos los demds icjidos
Gue perienscen a otros sistemas y pueden encontrarse dispersos en las areas intersticiales del

fnade, peel, pulmon, ete {Tamayo, 1997)

La ontogema de los hnfecites consiste en la serie de cambios fenotipicos y funcionales
que les ocwsten, desde que se origiman en los tejidos hematopoyéticos hasta que maduran en

los drganos linfoides y adquieren todas las funciones que los caracterizan.

El desarrollo del sistema inmunolégico se inicia durante las primeras etapas de la vida
embrionana (fig 2), a partir de las células pluripotenciales del tejido hematopoyético. Las
primeras células precursoras del tejido hematopoyético aparecen en el saco vitelino; A medida

que asanza ¢l desarrollo embrionario, esas células pluripotentes migran hacia varios 6rganos y

1
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colonizan principaimente la médula osea de [os huesos largos y el higado, en donde forman los

primeros focos del tejido hematopoyético, en los cuales se  generan los precursores de los

linfocttos (Tamayo, 1997).

En los centros de tejido hematopoyético, las células progenitoras del tejido linfoide
(infoblastos) ya tienen definida la orientacion de su maduracién hacia una de las dos
poblaciones de linfocitos, T o B, éstas células pueden ser identificadas como linfocitos pro-T o
pro-[3 Para que los linfocitos progenitores maduren, es necesario que se encuentren en los
drganos que les proporcionan un micro ambiente adecuado que incialmente se encuentra en la
misma médula 6sea. Las céhulas precursoras todavia no pueden expresar las funciones de los

linfocitos T y B maduros, y tampoco tienen sobre su membrana todas las moléculas que los

caracterizan.

Una vez que han abandonado la médula y que han pasade a la circulacién, las células

nenen up destino diferente segin expresen marcadores de fos linfocitos pre-T o pre-B.

Las cétulas pre-T migran al Timo siendo aln inmaduras. En el Timo no solamente
ocurre la maduragién, smo también su seleccion, de acuerdo a la especificidad det TCR para
reconocer antigenos propios o extraiios La seleccion negativa implica la muerte de todos
aquellos linfocitos T, cuyos receptores pueden reconocer antigenos propios La selgccion
intratimica es positiva cuando quedan vivos los linfocitos T que no tenen un TCR
autorreactivo. Una vez que han madurado las cétulas pre-T, bajo un micro ambiente timico

que contiene hormonas, citocinas ¥y neurotransmisores que influyen activamente para que

2
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experimenten division mitdtica ¢ wicien su proceso de diferenciacion, los linfocitos régresan &

la sangre como células T maduras inmunoccompetentes y forman aproximadamente el 75% del

total de los Linfocitos circulantes.

En cuanto a las células pre-B, su maduracion es mds lenta, ya que éstas demoran més
tiempo en la médula 6sea Al igual que los linfocitos pre-T, los precursores de los tinfocitos B
adquicren gradualmente su maduracién Cuando pasan a circulacion, los linfocitos pre-B se
dirigen a los foliculos de los ganglios linfaticos. En ésta etapa, las células pre-B todavia no
pueden reordenar por completo el gen funcional que codifica para la sintesis de las regioncs
variables de las cadenas que forman sus inmunoglobulinas (mig) de membrana o ¢l BCR, va
que la formacion del gen funcional defintivo para la siniesis de} sino activo de los BCR
smplica una serte de cambios genéticos que ocurren en las ctapas finales de su maduracion
cuando las células pre - B se encueniran localizadas en los ganglios, siendo cntonces la
maduracién de tipo mulitfocal El desarroito de los linfocitos B que han Hegado a los ganglios
s¢ caracteriza por una adquisicion gradual de su capacidad para simetizar mmunoglobulinas y
expresar en ba superficie de su membrana Jos monomeros de 1gM e 1gD que actétan como BCR

para reconocer antigenos.



Aulecedentes . 3
MTA.
Funciones bioidgicas de los linfocitos
Los linfocitos juegan un papel importante en la adquisicion y conservacion de la
mmunidad en el organismo, ya que son encargados de reconocer a los antigenos del ambiente
que penetran al cuerpo. Ademds inician, dirigen y mantienen las respuestas del sistema

tnmunoldgico (Tabla 1), cada una de las cuales estd dirigida especificamente contra los

antigenos que lo estimuiaron.

Los linfocitos que se localizan en los drganos linfordes mantienen un equitibrio
constante con los que mfiltran otros tejidos y con los que circulan por la sangre Diariamente
de la médula ésea salen hacia la sangre cast mil miliones de linfocitos que van a sustituir a los
que mueren o se pierden en las secreciones. El nimero de linfocitos que contiene el cuerpo de
una persona, s tan elevade que todos ellos representan aproximadamente el 1% de! peso total

de un adulto sano (Tamayo, 1997).
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Figura 2. Desarrelio inmunoldgico temprano en el humano (Cooper y Lauton, 1987).
Se observan los principales drganos que participan en ésta etapa, tal es el caso
del timo, bazo, higado y médula dsea.
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2.1.  Morfologia de los linfocites

Bajo la microscopia de luz, los hnfocitos Ty B tienen una apariencia similar que no

permite distingutrlos cuando se tifien con los colorantes convencionales como Azul de

metileno, Giemsa, etc.

Independientemente de su origen, todos ellos pueden mostrar un tamatio y morfologia
diferente. Por esa razon, hace afios los linfocitos se clasificaron en células grandes y pequefias.
l.os linfocitos tienen un ndcleo grande y un citoplasma escaso que s tifie de azul paldo
cuando se emplea la coloracién de Giemsa. De acuerdo a su grado de actividad, en su

cioplasma pueden o no ser visibles granulactones que corresponden al reticulo endoplésmico

{ Vamayo, 1997).

Actualmente se identifican a los linfocitos T y B revelando la existencia de los
marcadores de membrana o antigenos de diferenciacion (CD) que son caracteristicos de cada
poblacién. Este procedimiento implica el wso de anticuerpos monoclonales dirigidos
especificamente contra algunas moléculas que se encuentran presentes en tan solo ura de las

dos poblaciones de linfocitos.

En las diferentes etapas de maduracién, los linfocitos presentan las siguientes

variaciones morfologicas:

Linfoblasto

Normalmente puede estar presente en la médula osea, pero no en sangre periférica. Su

tamafio es de aproximadamente 10 a 18y de didmetro. El nicleo ocupa la mayor parte de la
7
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célula, es redondo u oval (fig.3.C) La cromatina forma agregados a lo largo de la miembrana
nuclear El citoplasma presenta granulaciones y el cociente nucleocitoplasmatico es 6/1

(Vélez, 1992)

Linfocito pre-T o pre-B

Su tamafio varia entre 9 y 17 de diametro. El nicleo es ovoide y Ja cromatina es mas
densa gue en el linfoblasto (fig 3.B). E! cociente nucleocitoplasindtico es 4.5/1, io que indica

quc ¢l citoplasma es mayor que en el infoblasto (Vélez, 1992).

Linfociios B v T maduros

Fi tamafic es mas variable, pues se aprecian en las extensiones sanguineas linfocitos
prandes y pequefios. Los linfocitos mas grandes tienen de 8 a 16 de didmetro y los mas
pequeiios de 7 a 9 El nicleo tiene forma esférica y con localizacion excéntrica, ia cromatina
¢s muy densa y la membrana nuclear estd muy bien definida (fig 3.A). El cociente
nucleocitoplasmatico es 15 a 1.25/1, presentando un cifoplasma mayor que en las demds

ctapas de maduracion (Vélez, 1992)

]
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I'ipura 3. Morfologia de los linfocitos humanos. En orden, A linfocitos maduros,
1 Iinfocitos pre-T o pre-B, v C linfoblastos (Williams, 1984)
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La Toxicologia Genética fue reconocida formalmente como una disciplina en Mayo de
1969 cuando la Sociedad de Mutagénesis Ambiental fue fundada en Estados Unidos bajo la

direccion del Dr. Alexander Hollaender con un grupo de genetistas interesados en el tema

(Wassom, 1989).

Un factor importante en fa histona de la Toxicologia Genética fue el desarrollo de
cepas de microorganismos genéticamente definidas, portando mutaciones en genes
particulares que codificaban aminodcidos en la biosintesis de enzimas. Cuando esto se unid
con un sisterna de activaciéon metabolica derivada de higado de roedor, proporciond una

poderosa y rapida herramienta para estimar fa mutagenicidad de nuevos compuestos.

El campo de la Toxicologia Genética es un camino con nuevos avances en el horizonte,
con promesas de nuevos sistemas derivados de los recientes desatrollos en la tecnologia del

ADN recombinante, que promete hacer ain méas impacto en la siguiente década.
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induce la transformacion de los linfocitos a- linfoblastos, estimulando a sintesis de ARN una
hora después de su adicion al medio de culttvo y de ADN 24 horas después (Salamanca,
[990) La actividad mtética alcanza un méaximo en aproximadamente 3 dias (Evans y
O'Riordan, 1975). El tratamiento de las células con el xenobidtico podria comenzarse a las 44

horas después de iniciado el cultive. En este momento es cuando las células estén proliferando

activamente y se encuentran todos los estados del ciclo celutar (Morimoto, 1983)

Los ensayos de aberraciones cromosénucas se usan para defestar la induccion de
rompimientos en el cromosoma (clastogénesis) por observacion directa de dafio en un anglisis
de metafase. En éste ensayo, las células o los cultivos son tratados con el xenobidtico y
después de un intervalo de tiempo en exposicidn, las células pueden sobrevivir y evidenciar la
actividad genotoxica del agente de prueba (Ballantyne, 1993), entonces, las células  son
detenidas en Ia melafase cuando se les adiciona colchicina, Las preparaciones que se
abtienen después de realizar un choque hipotonicoy  la  correspondiente  tincion,  son
examinadas microscopicamente (fig 4) para detectar alteraciones numeéricas (aneuploidias
v poliploidias), y aleraciones estructurales (translocaciones reciprocas, fusiones céntricas,

delecioncs, inversiones € 150CTOMOSCMas)

El analisis de metafases puede auxiliarse de diferentes técnicas y procedimientos de
{incion, tales como Wright, Giemsa, Acetocarmin, Aceforceina, técnicas de bandeo como
Bandeo C, Bandeo G {fig 4), Bandeo Q, Bandeo R y algunas técnicas de marcaje para poder

detectar de manera ramda y facil alteraciones especificas en los cromosomas.
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Fi |gura 4, Ohservacidén microscépica de up analms de metafase con Bandeo G
(htip//www lim.ez/paa/text karyo details htlm).

intercambio de Cromatidas Hermanas

Los intercambios de cromatidas hermanas{ICH) son, como su nombre lo indica,
intercambios de segmentos de material genético homdlogos o cast homdlogos, simétricos y

cquivalentes entre las crométidas de un mismo cromosoma (Morales,1988).

Se ha demostrado que los ICH estan relacionados con eventos de genotoxicidad, desde
aquellos productdos por potentes clastogenos, hasta la radiacion ionizante {(Perry y Evans,
1975) Este ensayo de ICH se basa en la mcorporacion en el ADN de bromo (Br) en forma de

un analogo de timidina como la 5-Bromodeoxiuridina (BrdU) dentro del ADN replicado.

14
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Para el bioensayo de ICH i vitro, puede hacerse uso de cualquier tipo de célula que se
pueda replicar 0 pueda ser estimulada para dividirse, como los linfocitos humanos, con la
finalidad de que simultdneamente incorporen la BrdU en su ADN. La incorporacion de BrdU

en las células de un sistema in vivo, permite la observaci6n de diferentes tipos de tejido (Latt,

1980)

Los cultivos de sangre periférica son establecidos en un medio que contiene BrdU y
PHA, se debe procurar que fas células se encuentren en la fase exponencial de crecimiento
antes e adicionar la BrdU o el xenobiético; después de la adicion de la BrdU a las células, se

permiten dos ciclos celulares antes de la cosecha,

Genccalmente, de 1 a 2 hovas antes de la cosecha se adiciona la colchicina, donde el
cultivo permanece entre 60 a 70 horas post-estimulacion con PHA. Posteriormente, las células
«on cosechudas v tratadas de acuerdo a los métodos citogenéticos de rutina para obtener las

preparaciones cromosdmicas.

En ausencia de activacion metabolica, la BrdU y el xenobidtico pueden ser
adicronados al cultivo simultaneamente. También pueden ser usados tratamientos cortos en
presencia de acttvacién metabdlica para evitar efectos sinérgicos con la BrdlU, donde las

células pueden ser tratadas con el xenobidtico, por ejemplo, I hora antes de la adicién de la

Brdl) (Edwars, 1993).

La deteccion citologica del ICH se logra con una tincién diferencial con Giemsa y

[loechst33258 en las preparaciones cromosdmicas obtenidas. La calidad de dicha tincién

%
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determina, hasta cierto punto, la facilidad y exactitud del conteo de ICH, asi como la

climinacion de la varacion en los resultados obtemidos por diferentes observadores

(Ballantyne, 1993).

Las muestras de sangre heparnnizada pueden ser guardadas a 4°C hasta por 48 horas sin
afectar la respuesta en el ICH {Lambert, 1982). 5i se conoce que ¢l agente de prueba reacciona

con el suero o los eritrocitos, los linfocttos pueden ser aislados por el uso de gradiente con

Ficoli-Hypaque (Boyum, 1968)

El ensayo de ICH es particularmente sensible para agentes alquilanies, anilogos de
base y agentes que causan rupturas en el ADN, asi como aqzlel!os compuestos que actiian
uméndose direclamente al ADN (Latt, 1981), sc ufiliza para determinar el potencial
mutagénico de nuevos compuestos quimicos, comparando la frecuencia de ICH mducida por
el agente, pues ésia frecuencia es wn pardmetro que provee informacion imporfante con

relacion a jos efectos citogenéticos de mutagénesis.

Caracteristicas de los donadores

Las muestras de sangre deben ser tomadas de donadores sanos, que no cursen alguna
infeccion viral o reciban un tratamiento con medicamentos (Anderson, 1989). Si se trata de un
estudio en el que se tomardn muestras en diferentes dias, (a toma de muestra debe realizarse a

la misma hora y bajo condiciones semejantes, conservando la menor cantidad de variaciones o

variables posibies.

3
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El personal que manipula sangre, debe estar inmunizada contra hepatitis B y los
donadores deben resultar negativos al antigeno de hepatitis B. Los donadores y el personal

deben tener conocimiento de las implicaciones del SIDA (Ballantyne, 1993).

17
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2.- Ensayo Cometa

El ensayo cometa

Il ensayo cometa es también conocido como “Ensaye en gel untcelular” (SCG),
“Ijectroforests unicelular”, o “Electroforesis en microgel (MGE) , fue utilizado por primera
vez por Osthing y Johansen en 1984 como una técnica mtcroetectroforetica para la observacion

directa del dafio al ADN en células individuales (Ostling y Johanson, 1984)

Originalmente, estos dos mvestigadores susperdieron un pequeiio nimero de células
rradhadas en un delgado gel de agarosa colocado sobre un portaobjetos, a ésta preparacion se
le hacia un corriuento electroforetico que posteriormente seria tefiida con un colorante
Nuorcscente de umon al ADN, el resultado fueron undgenes que por su aparsencia fucron
nombradas “cometas”, los cuales fueron medidos para determinar la extension del dafio al
material genético, pues ellos observaron que la extension del ADN liberado de la cabeza dei
cometa durante la electroforesis estaba en funcién de ta dosis de imadiacion. Afios despues, su
sigutente publicacion presentd una evaiuacion de dafio al ADN en células recuperadas de
biopsias de pacientes que recibjan terapia de radiacion, lo que pude permitir la prediecidn de

la respuesta del tumor a tratamientos de radio y guimioterapia

El método micial neutro de Ostling v Johanson parecia ser sensible para evidenciar
rupturas de cadena sencilla en ADN super enrollado, pero las condiciones utilizadas no
cran cfectivas para remover las protefnas. Después se hicieron  adaptaciones en [as
condiciones de hisis para eliminar las proteinas hasta en mas del 95% y esto fue la base para el

actual método neutro que detecta solamente rupturas de doble cadena

12
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Posteniormente, al variar las condiciones bajo las que se llevaba a cabo el ensayo,
Rydberg y Johanson describieron por primera vez, un ensayo alcalino a pH (>12.3) en el que
sc facilitada la desnaturalizacion y ef desenrollam:ento def ADN, con lo que es posible la

deteccrdn de rupturas de ADN en cadena sencilla y sitios alcalr labiles (Olive, 1989 y Singh,

1988), por tanta, mas sensible.

Principios de defeccion

Deteceidn de rapturas en el ADM

Los procedimientos para medir rupfuras en las cadenas de ADN se basan generalmente
en e} prncipio de que los agenies que cortan dichas cadenas reducen la medida de Ia tongitud

del AN {Ahnstrom, 1988, Olive, 1989 y Withaker, 1991)

Los ensayos que miden rupturas en cadena doble o sencilla de ADN  cominmente
requcren el desenroltamiento de la doble cadena de ADN para la deteccion sensible,
Generalmente se uttliza un pH alto (>12 3) para facilitar ta desnaturalizacion, desenrollando y
expresando las rupturas en cadena sencilla, asi como
aquellos romprmientos en el ADN que solo legan a visualizarse después de la exposicién a un

dlcati, también Hamados lesiones o sitios alcalr labiles

Entre los métodos de deteccion de rupturas en el ADN se encuentran [a sedimentacidn
alcalina con sacarosa, que se basa en [a suposicion de que segmentos largos de ADN

sedimentan en un gradiente de sacarosa como fragmentos pequefios (McGrath y Williams,

19
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1996); 1a sedimentacion nucleoide que utili'za el grado de enrollado o desenrollado del ADN,
reflejando los niveles de ruptura de las cadenas que puede ser medido por la velocidad de
sedimentacién (Cook y Brazell, 1975) y la electroforesis en gel que se hace bajo condiciones
de desnaturalizactén usando un campo eléctrico constante o pulsado abarcando los principios
de la migracion del ADN bajo condiciones electroforéticas de una forma convencional

({Freeman, 1986, Lehman y Ormerod, 1970, Schwartz y Cantor, 1984 y Nordén, 1991).

El desenrollamiento alcaline (Ahnstrdim, 1988 y Rydberg y Johanson, 1978}, la elucion
en filtro alcalino (Kohn, 1981) v los ensayos de precipitacién alealina de ADN {Ohive, 1588),
también toman la caracteristica de reduccién del tamafio del ADN y la detectatnlidad de
rupturas de cadena sencilla bajo condiciones de desnaturalizacién. Estas técnicas estan
relacionadas en metodologia a sus contra partes neutras, las cuales proporcionan un
promedto de la wmedda de los rompinmentos en doble cadena de ADN {Ager y Dewen,
1990, Biadley y Kohn, 1979, Lehman y Omerod, 1970; MceMllan, 1990 y Olive, 1988) 3in
embargo, muchas de éstas técnicas requieren radiomarcaje del ADN para la deteccidn sensible

de rupturas y poder proporcionar solamente una indicacion del nimero promedio de rupturas

por célula.

Por otro lado, en el ensayo cometa ¢ electroforests unicelular, log cometas se forman
por rupturas terminales en el ADN cargado negativamente quedando libre para migrar en el
campo eléctrico hacia el anodo. La habilidad del ADN para migrar, esta en funcion de la
fongitud de! ADN y del nimero de rompimientos terminales, los cuales pueden ser unidos a

segmentos largos de ADN pero migrar una distancia cora separados de 1a cabeza del cometa

20
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t.a longitud de la cola inicialmente s¢ incrementa con el dafio, pero alcanza un MAaximo cuando

es definida por las condiciones de clectroforests, y no por la medida de los fragmentos.

A bajos niveles de daifo, se extienden las cadenas unidas de ADN, aln mejor que
cuando migran en piezas individuates. Con el mcremento de rupturas, los segmentos de ADN
mugran ltbremente dentro de la cola del cometa. La intensidad de la fluorescencia en la cola
con relacion a la cabeza proporciona informacion acerca de la cantidad de rupturas en la
cadena de ADN Estos dos conceptos: extensién y migracion, son aceptados para explicar ¢l

patron de migracién observado en el ensayo cometa {Fairbairn, 1995}

Por tanto, el ensayo cometa facilita sensiblemente la deteccién de ambos tipos de

rupturas en cadena doble y en cadena sencitla de ADN

Sistemas de evaluacion

E! ensayo cometa consiste en un proceso de electroforesis que hace que ¢l nicleo
celular migre de forma diferencial poniendo de manifiesto el dafio al ADN, de manera que el
nicleo con su ADN jatacto migra integro (fig.5.A), mientras que el niicleo con ADN daitado o
fragmentado migra de forma diferencial mostrando una cola de cometa (fig5B), vy la

extension del ese ADN liberado de la cabeza del cometa se encuentra en funcién del grado de

daiio

Teonicamente, cualquter tepdo de células eucariontes  que s€d posible disgregarlo,

puede ser procesado para llevar a cabo un analisis de dafio al ADN utilizando el ensayo
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Figura 5 Imégenes obtenidas después de la electroforesis y tincién en el ensayo cometa.
Aqui, se observaen A un control negativo (células sin dafio al ADN) yen Bun
control positivo (célula dafiada).
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Usos y posibles aplicaciones

Entre las aplicaciones que se le han dado a esta técnica podemos encontrar los aspectos
clinicos, en los que se realizan estudios en pacientes con alguna enfermedad de tipo genético
(Gedik. 1992 y Green,, 1992) y en pacientes con otro tipo de enfermedades que requieren de

alutin ratanmento fisico o quimico

Cuando en un pacienie existen tumores malignos, una de las opciones es el tratamiento
con radiaciones, y cntonces, el ensayo cometa puede emplearse para el estudio del
comportamtento de dichos tumores antes y después del {ratamiento, to cual puede ser muy 0til,
< cmbargo, esta téenica solo estudra el dafio en algunos cientos de células del tumor (Olive y
Durand, 1992a; Ohve, 19934; Olive, 1994c) Ademds el ensayo cometa 58 aphica en estudios
de apoptosis que es el proceso de muerte celular tistologica activa programada, y las
i estigaciones s¢ encaminan al maneje v tratamiento de tumores en radio y quimioterapia ya
ane muchos de ellos pueden ser eliminados induciendo fa apoptesis (Dive, 1992 y Hickman,

F9921

Otra de las aplicaciones tncresantes, es el monitoreo humano de poblaciones expuestas
dv forma accrdental o habitual a determirados compuestos quimicos, as{ como el monitoreo

ambiental, siendo esto novedoso en el campo de la Genotoxicologia {Pool-Zobel, 1992a).

Los primeros ensayos de electroforesis unicelular fueron creados principalinente para
detectar ¢l dafio producido por las radiaciones, pero esta técnica ademas de detectar el dalo al
ADN, permute evaluar la capacidad de reparacion de las células (Collins, 1992 y Gedik, 1992),

ast como la respuesta en diferentes fases del ciclo celular.
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La radiacién UV es otro agente que produce lesiones al ADN de un tipo diferente al de
las rupturas de cadenas, y estas lesiones tienden a ser reparadas por la célula, por 10 que es
posible detectar tanto lesiones al ADN, como el funcionamiento adecuado o deficiente de los

mecamsmos de reparacion, tal es el caso del sindrome Xeroderma pigmentosum en el que se

uene deficiencias en los mecanismos de raparactén (Gedik, 1992 y Green, 1992)

Sc sabe también que los radicales activos de oxigeno inducen dafio a los cromosomas
(Cerutti, 1985), y existen evidencias de que €l ataque oxidativo al ADN por estos radicales se
encuentra estrechamente relactonado con la mutagénesis y  carcinogénesis {Imiay, 1988;
lmlay y Linn, 1988). El peréxide de hidrogeno es un intermediario en muchas de las
reacciones de estrés oxidativo y el radical OH- producido es la especie reactiva de oXigeno
responsable del dafto y ruptura en las cadenas del ADN. Dicha caracteristica ha resultado de
utilidad, de tal manera que el H0; se usa como control positivo en los ensayos de

clectroforesis celular en todo el mundo

De todas las aplicactones del ensayo cometa, en ef campo de la Genotoxicologia es
donde ha tenido mayor desarrollo, empleo y explotacién, ya que muchos de los efectos
mulagénicos y carcinogéntcos son el rtesultado del dafio directo al DNA, por lo que
actualmente se utiliza para probar medicamentos a dosis terapéuticas ¥ aditives en alimentos

(Pool-Zobel, 1992), debido a que la electroforesis unicelular es una técnica sensible, sencilla,

reproducible, y confiable.
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El Metotrexato
Generalidades

Deseripcién general

El desarrollo de medicamentos con accion sobre el metabolismo intermediario de las
células ha sido de gran importancia clinica, pues las propiedades bioquimicas excluswvas de las
células cancerosas estin aim por descubnirse y la mayor parte de estos agentes han sido
diseiiados y sintetizados en base al conocimiento de los procesos cefutares. El prototipo para
mhibsr el crecimiento de células cancerosas o malignas ¢s el metotrexato (MTX), antagonista

del acido folico, el cual actia directamente como substituto del metabolito normal,

£l MTX es conocido por ser un antimetabolito denivado det dcido folico con accion
cifotoxica Actda principalmente dusante la fase S de la division celular, por inhibicion
competitiva de la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR), impidiendo la reduccion del
dihudrofolato (FH;) a tetrahidrofolato (FHs), paso pecesario en la sintesis de novo de ADNy
rephivavion celular. La falta del cofactor FH,, inierrumpe Ja sintesis de timiditato, nucleotidos

de purina vy los amino4cidos serina y metionina (Bertram, 1987)

El efecto selectivo sobre las células neoplasicas puede obtenerse parcialmente con el
MTX, mosirindose mucho mis efectivo cuando la poblacion celular se encuentra en la etapa
logaritmica de crecimiento que cuando se encuentra en la fase estacionaria. Ademas, es capaz
de inhibir la sintesis de ARN y de proteinas, pero se dice que su accion

crotdxica es autolimitante (Skipper y Schabel, 1982).
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Quimicamente el MTX es el dcido N-{4-[(2,4-diamino-6-pteridinil) metil] metil
rse como 4cido 2,4-diamino, N**-

amino}benzoil- L - glutdmico, o también puede nombra

metilpteroil gludmico (Jolivet, 1982); y su estructura &5 muy semejante a la del acido folico

{fig 7) por lo que éste antineoplasico resulta ser analogo del folato.
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HOOC-CH,CH, c!: ~COOH
H
CH, N COTH
HOOC-CH,-CH, ¢ ~=COOH
H

Figura 7. Estructura quimica del Metotrexato y el Acido félico (McKee v McKee,
1996).
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Usos y aplicaciones

El MTX es uno de los pocos medicamentos anticancerosos que puede administrarse sin
peligro por via intrameningea, su uso sistematico como terapia intratecal profilactica en la
Jeucemia hnfoblastica aguda ha disminuido considerablemente la frecuencia de recidivas en el
SNC y ha contnbuido a la curacién de ésta enfermedad, aunque se sabe que el MTX induce

neurotoxicidad (Bemini, 1995).

También el MTX es el agente citostatico mds empleado para tratar la psoriasis grave
(McDonald, 1981; Chabner, 1982 y Jackson, 1984}, es util en el tratamiento de la leucemia
linfoblastica aguda infanti) (Farber, 1948) y tiene aplicaci6n comprobada en coriocarcinoma
(Herlz, 1963), tumores y enfermedades trofoblasticas afines femeninas como mola hidatiforme
y corioadenoma destruens, ademas se han ohtenido resultados favorables en pacientes con
micosts fungoide, linfomas de Burkitt, carcinoma de mama, lengua, vejiga, faringe v testiculo
(Calabresi, Schein y Rosenberg, 1985). Ademds, por ser un efectivo agente inmunosupresor, el
MTX sc ha usado en la prevencion de reacciones de rechazo que resultan del transplante de

médula dsea (Chabner, 1982 y Jackson, 1984).

En pacientes con artritis reumatoide grave, activa, clasica o definitiva s ha aplicado
¢l MTX como tratamiento cuando éstos no han respondido satisfactoriamente a un plan
icrapéutico de primera eleccion (Hoffmeister, 1983). Actualmente, el MTX se administra junto
con prostaglandinas para inducir exitosamente gl aborto terapéutico no quirgrgico (Potts,
1995). Sin embargo, Unicamente médicos con experiencia en la quimioterapia de

antimetabolitos deben utilizar al MTX (Weinstein, 1977), ya que s¢ han producide muertes,
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wncluso en pacientes psoriticos tratados con éste farmaco (Craig y Stitzel, 1984), donde la

causa y mecanismo especifico adn son desconocidos.

Toxicidad general

Los rasgos principales de uma intoxicacién fatal con MTX son anorexia, diarrea
sanguinolenta, leucopenia, depresion y coma Las lesiones mas sertas se producen en el tracto
gastromtestmal y en la médula 6sea; la degeneracion de la médula se produce rdpidamente y a
las 24 horas hay disturbios evidentes en la maduracion de eritrocitos v una rapida alteracion
patologica de la miglopoyesis (Goodman, 1991), mientras que la toxicidad en el aparato

digestivo puede manitestarse como mucositis uleerosa y diarrea (Craig y Stitzel, 1984).

E! mayor peligro de un tratamiento con elevadas dosis de MTX es la toxicidad renal,
que se¢ presenta cuando el fanmaco precipita en los tibulos renales o cuando existe disfuncion
renal, va que las concentraciones aitas y prolongadas en plasma pueden ocasionar toxicidad
morial

La toxicidad més frecuentemente observada es la toxicidad hepatica acompafiada de
dlieraciones del funcionamiento hepatico (Craig y Stitzel, 1984), por lo tanto, es posible
deteetar 1a hepatotoxicidad mediante la alteracion de pruebas clinicas de laboratoric como-
bromo sulfoftaleina (BSP), floculacion de cefaling, colesterol, enzimas fransaminasas {TGO

y TGP), turbidez al timol, bilirrubina y fosfatasa alcalina (Bevan, 1982).

Ademds, se sabe que el MTX es un poderoso teratogeno y abortiva (Potts, 1995} por

su especial accion sobre tejidos en franca proliferacion celular como en la embriogénesis

{Craig y Stitzel, 1984).
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Absorcion, distribucién, biotransformacion, y excrecién

El MTX puede ingresar al orgatismo por via bucal o por via parenteral de myeccion; la
via bucal ¢s la més comiin debido a que pricticamenie no represenia ningtn riesgo en la
admimstracion y se absorbe facilmente en el tracto gastrointestinal, aunque en adultos la
absorcion depende de la dosis. Se sabe que los alimentos refrasan la absorcion y disminuyen
los valores plasmaticos maximos de MTX, en cambio, cuando es aplicado por via parenteral,

¢} farmaco sc absorbe completamente.

Después de la administracion de dosis usuales de 0.025 a 01 g/m® se obtienen
concentraciones plasmaticas maximas de 1 a 10 uM (0.45 a 4 54ug/ml), y despucs de la
mfusion de atas dosis, de 1.5 g/m’ o mayores, se logran concentraciones plasindticas maxumas

de 100 3 1000 uM (Chabner,1982 y Allegra, 1990), es decir, de 45.44 2 454.4 pg/mi

La distnibucion del MTX puede darse en los espacios corporales como las cavidades
pleurales o pentoneales y st €508 espacios estdn expandidos pucden actuar como sitio de
almacenamiento y lhiberacion del farmaco con la consiguiente elevacion profongada de

concentraciones plasmaticas pudiendo presentarse foxicidad severa.

Por otro lade, se ha wisto que el MTX no cruza la barrera hematoencefélica en
cantidades terapéuticas cuando se admunistra por via bucal o parenteral, por lo que para
aleanzar concentraciones terapéuticas del farmaco en el liguido cefalorraquideo, debe ilevarse

a cabo la admimstracion por via intratecal (Bleyer, 1978).
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En el organismo, el MTX se une a proteinas plasmaticas aproximadamente en un 35%,
pero se ha visto que el farmaco puede ser desplazado de la alblimina por otros compuestos

como sulfonamidas, saticilatos, fetraciclinas, cloramfenicol y fenitoina {Goodman, 1991)

En la captacion celular el MTX compite con folatos reductdos por el transporte activo a
través de las membranas, en un proceso mediado por un solo portador, y en ocasiones, la
gifusion pasiva es la via principal por la que se aicanzan concentraciones intracelulares

cfectivas

Después de su absorcion y distnibucon, el MTX es objeto de biotransformacion
hepatica ¢ ntracelular que lo transforma en sus formas pohglutamadas {Matgorzata, 1981}
fF1g 8, que pueden ser reconvertidas en MTX por acci6n de hidrotasas Estos poliglutamatos
aciaan como inhibidores de la enzima dihidrofolato reductasa y de la timidilato sintetasa
(Chabuer, 1985), la retencién y accion farmacologica prolongada de estos metabolitos activos

Larian on los diferentes tejidos, células y tipos de tumores (Jolivet, 1982)

Con las dosis comunmente prescritas, es factible la biotransformactén catalizada por la
enzima folilpolighutamil-sintetasa de pequefias cantidades de MTX a 7-ludroximetotrexato el
cual es potencialmente nefrotéxico (Chabner, 1982}y a 4cide 2,4-diamino-N-10-metilpteroico
(Craig y Stitzel, 1984). El MTX también s metabolizado parcialmente por 1a flora intestinal

después de su admintstracion otal.

La vida media terminal del MTX es de aproximadamente 3 a 10 horas en pacientes

sometidos a tratamiento de psoriasis, artritis reumatoide o céncer, y se ncrementa hasta 8 a 15

o
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horas en pacientes que reciben dosis altas del fdrmaco y presentan insuficiencia renal

{Goodman, 1991).

La via principal de eliminacién es la excrecién renal, que depende tanto de la dosis
como de fa via de administracion; después de la administracion intravenosa, el 80-90% de la
dosts administrada se excreta sin cambios por la orina a las 24 horas (Wan, 1974), y una

pequeiia cantidad de MTX se excreta también en las heces por tracto biliar.

La excrecion renal ocurre por filtracion glomerular y secrecion tubular activa, por lo
tanto, el uso simultaneo de otros farmacos que tambicn experimentan secrecion tubular, que
reducen ¢t flujo sanguineo renal, que son nefrotéxicos, o aquellos que son 4cidos organicos
débiles, asi como el deterioro de la funcidn renal, pueden retardar la excrecion del MTX
produciendo altas concentraciones plasmaticas del farmaco con probable mielosupresion grave

{Iven y Brash, 1988).
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Mecanismo de accidn
E!I MTX es un inhibidor competitivo de la dihidrofolate reductasa (DHFR), y ésto tiene
por consecuencia que desaparezea la capacidad de la célula para transferir unidades de un solo

carbono necesarias para la sintesis de novo de ADN.

Para funcionar coma un cofactor en reacciones de transferencia monocarboxilica, el
folato debe ser reducido por la DHFR a tetrahidrofolato (FU14), y a su vez el FH4 es
convertido en N5 NI0-metilentetrahidrofolato, siendo éste, un cofactor esencial para la

sintesis de timidilato, purinas, metionina y glicina.

Los fragmentos de un solo carbono se agregan enzimaticamente al FH4 en distintas
confliguraciones y entonces pueden ser transferidos en reacciones especificas de sintesis. Un
proceso metabolico clave, es ¢l catalizado por la timidilato sintetasa, que mvolucra la
conversion de 2 desoxmuridilato (dUMP) a timidilato, un componente esencial del ADN. El
grupo metilo transferido a la porcidn uracilo del dUMP es donado por el W5N10-
metlentetrahidrofolato, y posteriormente, este dtomo de carbono es transferido al anillo de
pinmidima a nivel de oxidacion del formaldehido y reducido a metilo  por los atomos de
hidrorzno donados por e} anillo pteridina de la coenzima de folato; en €l proceso, el cofactor
folato reducido (FH4) es convertido en dihidrofolato (FH2). Para poder funcionar nuevamente
como cofactor, el FH2 debe ser primero reducido a FH4 por la DHFR, la cual es bloqueada

par el MTX (fig 9).

Los inhibidores del folato con una alta afinidad por la DHFR, como el MTX, requieren
la participacion de NADPH como cofactor obligatorio en el compiejo ternario (Kamen, 1983},

impidiendo la formacién de FH4, provocando una deficiencia intracelular aguda de coenzimas

%
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de folato y una gran acumulacion de poliglutamatos de FH2; entonces, se detienen las
reacciones de transferencia monocarboxilicas necesarias para la sintesis de novo de los

nucledtidos de purina y timidilatos, causando la posterior interrupcion de la sintesis de ADN y

ARM.

Se sabe que el MTX solo es parciaimente selectivo pata las células tumoraies v resulta
toxico para las células normales que estdn en proceso de division continua, como las del
eputelio intestinal y las de médula osea, este farmaco produce la muerte de las cétulas casi
especificamente durante la fase S del ciclo celular y existe evideacia de que el MTX es mucho

mis efectivo cuando la poblacion celular se encuentra en la fase logaritmica de crecimiento.

dUMP dT™P
~* N!"-metilentetrahidrofolato Dhhidrofolato
i
Glicina NADPH + H'
7 DHFR (MTX
Serina Tetrahidrofolato NADP*

Figura 9. Blogueo det MTX exn la regencracién del tetrahidrofpiato (Stryer, 1995). En éste
esquema se muestra el mecanismo de accidn del MTX.
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Retacién Estructura - actividad

El 4cido folico es un factor esencial de la dieta, del cual derivan una serie de cofactores
tetrahidrofolato, que proporcionan los grupos monocarboxilicos para la sintesis de los

precursores del ADN (timidilato y purinas) y del ARN (purinas).

El sitio primario de accién del MTX es la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR), este
sitio de accién se basa esencialmente en la aguda analogia estructural de] MTX con el 4cido
folico (fig 7), donde la estructura quimica es diferente por tener el MTX un grupo amino
umdo al carbono en la posicion 4 y un metilo en el nitrégeno del grupo amino que une al
anillo de pteridina con el dcido p-aminobenzoico, mientras que el Acido folico en la posicion 4
posce un grupo carbonilo y carece del metilo en el nitrdgeno antes mencionado. El MTX se
comporta como un inhibidor, wnpidiendo la reduccion del dihidrofolato (acido folico} a
tetrahrdrofolato, por tanto, la inhibicién de la DHFR conduce a un agotamiento parcial de los
cofactores tetralmdrofolatos necesarios para Ia sintesis de las purinas y el timidilato (Chabner,

1985)

El MTX en su forma poliglutamada (Fig. 8), es un inhibidor efectivo de la DHFR, y los
estudios cristalograficos han revelado las bases atomicas que exphcan la alta afinidad del
MTX por la DHFR (Kraut y Mattews, 1987) asi como las diferencias en la secuencia de

aminodcidos de los centros activos de la DHER.

A causa de la alta polaridad del 4cido félico y de sus andlogos, como el MTX,
atraviesan escasamente vy con dificultad la barrera hematoencefihca, para penetrar en las

células de mamiferos requieren mecanismos de transporte especificos (Elwood, 1989). Una

>
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Desde hace afios, s¢ sabe que cle-mcntos sanguineos con marcado aumento de la
actividad de DHFR aparecen dias después del tratamiento de pacientes con leucemia con
dosts amcas de MTX Esto puede reflejar la induccidn de sintesis de enzima, eliminacidn
temporaria de la médula dsea de célutas susceptibles al farmaco debido a baja actividad
cnzimatica, o bien, proteceion de la DHFR contra la degradacidn por proteasas intracelulares
Actualmente, se ha establecido que la DHFR en el complejo que forma con el MTX, sufte

cambios conformacionales que la hacen resistente a la protedlisis.

En periodos prolongados de tratamiento, las poblaciones de células tumorales parecen
contener niveles notablemente mayores de DHFR Se ha descubierto que cstas ¢élulas  han
amplificado su Gnica copia del gen DHIR original y en consecuencia contienen copias
mutuples de dicho gen, ya sea en cromosomas pequenos dobles, mitoticamente inestables o en
rewiones estables de los cromosomas de células tumorales. La amphificacton de genes ha sido
impheada en la resistencia a muchos agentes antineoplasicos, incluyendo el fluorouractlo y la
pentostatina (Stark y Wahl, 1984), pues existe evidencia de que la amplificacién del gen se
presenta detido al tncremento de ARNm especifico para la enzima, lo cual es clinicamente

significativo {Curt, 1983)

Para cvitar la resistencia, se han recomendado distintas tacticas terapéuticas para evitar
la selectividad celular a los antifdlicos, tales como el tratamiento con MTX combinado con
otros agentes lerapéuticos activos que funcionan por mecanismos diferentes, o bien, alternar su

empleo con dichos agentes.
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OBIETIVOS
Objetivo general

Reahizar un estudio in vitro de la actividad genotdxica del metotrexato (mtx} a
concentraciones terapéuticas en linfocitos humanos, con la finatidad de aportar nuevos datos

¢n e diseiio de estrategias terapéuticas en los pacientes con algin tipo de cancer que reciben

éste farmaco en su tratamiento

Objetivos particulares

v Emplear el Ensayo Cometa como una técnica altaraente sensible para determunar de forma
oporiuta y anitcipada el dafio al ADN que pudiera producir sobre linfocttos humanos un

antincoplasico amphamente ufilizado como el metotrexato.

¥ Probar m vitro cuatro diferentes conceniraciones de melotrexato que se encuentren enire la
concentracion plasmética terapéutica (4 54pg/ml) y la concentracion toxica (mayores a

10pg/ml), para monitorear su efecto genotoxico sobre los linfocitos humanos

v Realizar un estudio m vitro, en el que se muestre el riesgo de efecto genotéxico del

melotrexato a concentraciones terapéuticas.
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Hipaotesis

Después de la administracion de MTX al paciente que padece cancer, existe una
interaccién entre el farmaco y las células neopldsicas a las que estd dirigido. Sin embargo,
durante su trayectoria por circulaciéon también afecta a los linfocitos que se encuentran a su
paso  Por ello, si los linfocitos expuestos a diferentes concentraciones de metotrexato
presentan migracion diferencial del nucleo en forma de cometa bajo electroforesis unicelular,

cnlonces consideraremos a este farmaco como un agente genotoxico.
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PARTE EXPERIMENTAL
1.- Material
Material diverso

Ligadura

Algoddn

Guantes

Gasas

Jeringas de plastico desechables con aguja (21x32 mm) de 3ml
Pipetas graduadas estérifes (1,5 y 10 ml}
Micropipeta de 5 — 50 pl

Micropipeta de 10 - 200 ul

Puntas para micropipeta

Tubos eppendorff

Vasos Kopplin opacos

Portaobjetos completamente esmerilados
Cubreobjetos 24 x 50mm

Pipetas Pasteur

Camara humeda

Tubos de ensayo de 5, 12y 15 ml
Espatula fina

Cubrebocas

Pseta con agua desionszada

Barra magnética

Vasos de pp. de 100, 250, y 4000 mi
Gradhila para tubos de ensayo

Gradhila para twhos eppendortl
Paquetes refrigerantes

AR
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Material Biologico

Muestras de sangre pertférica heparinizada, tomadas por la mafiana en condiciones de
ayunas, de un donador masculino clinicamente sano, de 24 afios de edad, sin hébito de fumar y

beber, y no habiende consumido ningun firmaco al menos durante 15 dias previos a la toma

de mucestras.
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Equipo
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Balanza de 2 platos
Balanza analitica
Centrifuga clinica con camisas
Camara de Newbauer {hemocitometro}
Estufa bacteriologica
Autoclave
Refnigerador
Homo de microondas
Ultracentrifuga
Potencidmelro
NMicroscopio optico
Cimara honzontal de electroforests
Fuente de poder (100/120 Volts)
Campana de flujo laminar
Microscopio de fluorescencia con.
s Tiltro de excitacién (515 nm)
» Filtro de barrera (590 nm)

» Micromeiro ocular

it
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Reactivos

EHEEBEEEEESEEERAERBEAEA™
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Etanol 70%

Cloruro de benzalconio

Heparina acuosa (1000 U)

Medio de cultivo RPMI 1640 (Ultralab)

Suero fetal bovino (SFB)

Ficoll — Hypaque (Sigma Chemical Co.}

Metotrexato (Amethopterine Methotrexate, Sigma Chemical Co.)
Agarosa de bajo punto de fusién (Sigma Chemical Co.), (0.5%)
Aparosa normal {Sigma Chemical Co.), (0.5 al 0.75%)

Buffer de calibracion pH 7.0 y pH 10.0

Azul tripano al 0.5% en SSF

NaCl (Sigma Chemical Co.}, 2 5M

Na,EDTA (Sigma Chemical Co.), 200mM y 100mM

PBS (Sigma Chemical Co ), pH 7.4

Trizma Base (Sigma Chemical Co.), 10mM

Tris (Buffer) 0.4M pH 7.5

Dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma Chemcal Co.), 10%

Tritén X-100 (Sigina Chemical Co.}, [%

Sarcocinato de Sodio (Sigma Chemical Co ), 1%

Solucion de lisis madre - 2.5M NaCl, 100mM EDTA, 10mM Tns, 1% Sarcocinato,
ajustada a pH 10

NaQH (Sigma Chemical Co.), 10N

Buffer de NaQH pH 13

Toduro de propidio (Sigma Chemical Co.), Sug/ml

Apua destilada

Agua desionizada

Solucién de H-0- comercial en agua desionizada 200uM
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2.- Métodos

» Preparacién de la solucidn de metotrexato

Se prepard una solucion madre de MTX a una concentracion de 200pg/ml  Para ello se

pesaron Smg del polvo de metotrexato {Amethopterine Methotrexate, Sigma Chemical

Co )}y s¢ disolvieron en 25ml de agua desionizada
- Para lograr las concentraciones de 3, 10, 15, y 20pg/ml, se tomd de [a solucton madre
25, 50, 75, y 100ul respectivamente, colocdndose cada volumen en tubos eppendorff

para la posterior adicién de suspensidn de linfocitos bumanos en RPMI 1640 con 10%

dc SFB hasta completar un volumen total de iml

s Toma de muestra

Se tomd en una jeringa de plastico de 3ml, 0.1ml de heparina en solucidn acuosa
- Conia misma jermga se tomaron mediante puncion venosa 3m] de sangre

- Se mezcld suavemente la sangre con la heparina para evitar la coagulacidn

s  Aislamiento de linfocifos humanos

- Se realizé el aistamiento de linfocitos por gradiente de Ficoll-Hypaque en proporcion

11 {sangre. Ficoll), centrifugando 30min a 2000rpm

- Serealizaron 2 lavados con RPMI 1640 sin suero fetal, centrifugando en cada

lavado 10min a |000pm
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s  Viabilidad celular

. Una vez obtenida una pequefia suspension, se realizé fa cuenta viable (% de viabilidad
celular), colocando 0.1ml de la suspension celutar en un tubo de ensayo que contenia
0.9m} de azul tripano, se mezcld y se cargd el heinocitomeltro

Se ajustd la suspension a 350 000 cels/ml en cada microtubo de prucha

Se destinaron 3 microtubos de prueba para cada concentracién de MTX, as{ como para
el control positivo y el control negativo, de los cuales 2 fueron utilizados para preparat
las larminillas en las que posteriormente se evaluarfa el efecto genotéxico y 1 microtubo

se empled para monitorear fa viabilidad celular en cada concentracidon de prueba

«  Ensayoe Cometa

A, Preparacion de laminillas

1. Se coloco la suspension celular en un tubo eppendorft'y se adicionod la cantidad adecuada
para tener la concentracion de 200uM de H,0, en RPMI 1640 con 10%
de SFB (control positivo) en un volumen total de iml { el control negativo no contenia
H,0, ) Para las pruebas det MTX se realizd el mismo procedimicato, sustituyendo el
H,0> por ef MTX en sus diferentes concentraciones

2 Se colocaron tas muestras en incubacién a 37C durante 60min

3 Se prepard una cimara con solucién de lisis pH 10 ( NaCl, EDTA, Tris, NaOH, Sarcocinato

de Sodie, Tritén X-100 y DMSO) y se coloco en refrigeracton

4 Sc marcéd o etiqueté un lado del portaobjetos y se colocd una capa de 150ul de agarosa

regutar, por la paite completamente esmerilada v se colocaron las laminillas sobre paquetes

congelantes

a7
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5 Despugs de la exposicion, se centrifugaron los tubos duranie 1min
6. Se decanté lo mayor posible el sobrenadante, y se resuspendio Ia pastilla de cada tubo en
75p] de agarosa de bajo punto de fusion (LMPA) 0 5% a 37C y se colocaren como capa sobre
cada laminilla previamente preparada (niim.4)
7. Se dejo solidificar la agarosa y despuss se removieron los cubreobietos con cuidado y se

colocaron las laminillas verticalinente en Ja solucion de lisis fria; colocando los vasos Kopplin

en ¢t refriperador durante 24 — 48hrs,

8. Corrimiento de 1a electroforesis

. Se retiraron seavemente los portaobjetos de la solucién de lisis y se colocaron en la
camara de electroforesis

- Sellend la camara con el buffer de electroforesis pH 13, recientemente preparado hasta
que cubrié los portaobjetos (evitando la formacién de burbujas sobre la agarosa) y se
dejaron en estas condiciones durante 25 min

Se corrio la electroforesis durante 25mm a 25 Vy 300 mA ajustando con ef incremento

o disminucion del nivel de buffer de electroforesis

- Una vez terininada fa electroforesis se levaniaron suavemente los poitaobjetos de la
cémara y se gotearon hasta cubrirlos con buffer de neutralizacién por al menos 5 min.,

repitiendo este procedimiento dos veces mas

- Se conservaron los portaobjetos en camara himeda hasta 72hrs a 4C

C. lincién de tas preparaciones

. Se adicronaron 20-30 ul de! colorante yoduro de propidio y s¢ montaron con un

cubreobjetos

As
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D). Evaluacién def dafio al ADN

. Las observaciones se realizaron usando un microscopio de fluorescencia equipado con
un filtro de excitacién de 515 — 560nm y un filtro de barrera de 5%0nm, usando un
micrémetro en el ocular y el objetivo de 25X

. Las evaluaciones se realizaron en 50 células por cada concentracion de Metotrexato,
asi como en el control positivo y el contro! negativo; dichas evaluaciones fueron:

v Medida del didametro del nicleo celular

v Medida de 1a longitud del nicleo celular

+ Grupo experimental adicional

En este grupo de Spg/ml de Metotrexato + Control positive (H;0; 200uM), el
procedimtento fue similar a todas las concentraciones de MTX y a los controles, asi como
también se aplicaron las mismas condiciones de trabajo, la diferencia se encuentra en que se
expusieron los linfocitos durante 15 min. a Spg/ml de MTX, después se lavaron las células con
RPMI 1640 con 10 % de SFB y estas células fueron expuestas posteriormente durante 45 min.
a [,0; 200pM. Estas células fueron utilizadas para preparar laminiilas que se evaluaron y

trataron de 1gual forma que los controles y Ias diferentes concentraciones de MTX

« An#lisis estadistico

En el analtsis celular microscopico se midi6 ia longitud y el didmetro de cada una de
50 céluias en cada concentracion de MTX probada, asi como en el control negativo y el

control positivo al igual que en el experimento adicional de MTX + H; 0.
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Los 7 grupos de 50 células medidas ¢n cada uno de ellos, fueron iratados
estadisticamente bajo la prueha de Tuckey Kramer , en fa que se realizd un andlisis de varianza
y la posterior comparacién miitiple con o= 0.05 entre los promedios de los grupos
experimentales, por tanto, la diferencia entre los promedios debe considerarse significativa.

El programa estadistico que se utilizé para el tratarmento de los datos es INSTAT
PAD. Version 203, que es una herramienta cominmente utilizada en el grea de

Genotoxicologia.

TOMA DE MUESTRA AISLAMIENTO DE LINFOCITOS POR
DE SANGRE FERIFERICA GRADIENTE DE DENSIDAD CON
DE UN DONADOR CLINICAMENTE FrcoiL-HYPAQUE.
SANG DE 24 ARQS DE EDAD,
1.70M Y 70KG.
4
g
PREPARACION DE SUSPENSIC)NL ( CUENTA DE
CELULAR A 350 000 CELS/mL | | VIABILIDAD CELULAR
. ¥
ExPCSICION DE LOS LINFOCITOS A LAS EVALUACION DE
CONCENTRACIONES DE S, 10, 15Y VIABILIDAD CELULAR
20pg/mL DE MTX, C -, C + (H202)
LY Sug/mt + HoO0

y
[ENSAYO COMETAJ

b A

EVALUACION MICROSCOPICA DE SO CELULAS
POR CADA GRUPO EXPERIMENTAL , MIDIENDO
LONGITUD Y DIAMETRO CELULAR

Figura 10. Diagrama de flujo de Ia fase experimental de ia presente investigacion.
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RESULTADOS y DISCUSION

Viabilidad celuiar
En el aislamiento de linfocitos por gradiente con Ficoll-Hypaque se obtuvo una
visbilidad celular aceplable (mayor del 98%). Y de igual manera sucedio con la viabilidad

celular al terminar el tiempo de exposicién a las diferentes concentraciones de MTX,

disminuyendo solamente en un 6.8%.

Los resuliados se muestran en la tabla 2, donde la viabilidad celular se estimo con la

siguiente formula:

9 viabilidad celular = {c¢lulas vivas / células muertas) 100

‘Fabla 2. Resultados de viabilidad celular en el aislamiento de linfocitos humanos por gradiente
cor Ficoll-Hypaque antes y después de exposicion a las diferentes concentraciones

de MTX

-5 deviobilidad ol

%5 de ahildad cellae wical -

9819 93.68
99.04 92.85
98.79 90.90
98.43 91.30
97.85 92.59
99.29 86.60
99.36 96.42

o Dmmedro = 9}9%
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Los resultados del analisis estadistico se muestran en la tabla 3, donde se observa que

Anilisis estadistico de la velacién longitud / diametro

los datos de Sug/m! de MTX + H,0,, presentaron diferencia estadisticamente significativa
respecto a todas las concentraciones de MTX probadas y a los controles negativo y positivo;

ademds de presentar el mayor promedio {Fig. 11) de la relacién fongitud / diametro.

Tabla3 Andlisis estadistico de los valores obtenidos en la relacién longitud / didgmetro de los
linfocitos humanos a diferentes concentraciones de MTX

| | - Dibiure eleomnds
| Comnbotn (ST £ o
(A) Coneol negalive | 110 0.09 P

l(b) Sldg/ml ; 1.21 0.10 D

‘((,) 10U/ ml i 1.30 0.17 N,P

%(D) 151dg/ml 1.39 0.13 N,P

;i([') 20Ug/mk 1.45 0.22 N

f;(r) Conteol postlivo 1.58 0.09 N

%(G) Splg/wl + 2.31 0.45 N,DP

; H,0,

L
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Distribucién porcentual celular de la relacidn longitud/didmetro

En la distribucion porcentual celular obfenida en éste estudio (Tabla 4), la
concentracion de Spg/ml de MTX + Hz0; (200 pM) es la que result més alejada del valor de
{0 (Fig, 12) y con una mayor cantidad de céiulas que presentaron valotes de [a relacion

tongitud/didmetro en el intervalo de 2.42 2.5

Por otre lado, las concentraciones de 5 y 10pg/ml de MTX presentaron un
comportamiento en la distribucién porcentual de la relacion longiud/diametro celular, sy

semejante a la del control negativo (Fig. 12}

Ademas, se observa que a partir de ia concentracton de [Spg/ml la formacion de
cometas ¢s mas frecuente de manera creciente conforine aumenta la concentracién, y el mayor
porcentaje de las células presenta valores de la relacion iongitud/diametro, cada vez mas

alejados del valor de 1.0 (Fig 12)
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Discusion

En los resultados obtenidos de la viabilidad celular al micio del expertmento, se
obsené que el promedio es > al 98%, lo cual indica que ltos lmfocitos se obtuvieron
adecuadamente y que tenian las condiciones suficientes para entrar al ensayo cometa
(Andreoh, 1999). Al final det tiempo de exposicion, se determind que la viabilidad celular
dismunuyd solamente un 6.8% respecto a la obternda imcialmente, pero esto no se considerd
imporiante va que se luvo un valor muy por arriba del 80% que es el minimo requerido paia cl
en~m o cometa segan Andreoli (1999) Por cllo, se deduce que ¢f efecto que presentaron fos
linfocitos se debe al tratamiento con las diferentes concentractones de MTX, por MECanismos

ae zenotoxicidad v no de citetoxicidad

Sepln Kasamatsu (1996), el MTX requiste activacion enzimatica, s decir, conversidn
a poliglutamates  para inducir rupturas en cl ADN Se ha dicho también, que el MTX necesita
1Ohrs para mducir la degradacion do! ADN en céluias tratadas con este farmaco (Yoshioka,
1987 v Barn. 1990) v que lhr de tratamiento puede ser un tiempo demasiado cofto para
inducir nucleasas que intervengan en el rompimiento del ADN en el ensayo comefa
(Kasamatsn, 1996). Ademas, se sabe que el MTX causa un desequilibrio en la mezcla de
nucleoudos para la sintesis de novo de ADN, por lo que la biosintesis de ADN programada
s ve blogqueada Dicha mezcla de nuclestidos desequilibrada, segun Li y Kaminskas
{1984}, v Yoshioka (1987), parece ser un mmciador de la induccién de endonucleasa que causa

los rompimeentos en cadena doble de ADN.




Fesallodos y Discuso »

pTH

Bajo las condiciones de prueba del presente trabajo (1hr de exposicién a 37C, medio
RPMI 1640 con 10% de SFB, sin la adicién de fraccién microsomal), se encontrd que a partir
de la concentracion téxica de 10pg/mi (Goodman, 1987) existe una diferencia
estadisticamente significativa respecto al control negativo, lo que indica la presencia de un
cfecto genotoxico en donde probablemente haya ruptura en el ADN, ya que visualmente se
obtuvicron nticleos celulares en cometa con diferentes longitudes de extension en ia cola, de
forma creciente en las concentraciones de 10, 15 y 20ug/ml, a diferencia del control negativo
en ¢l que se observo el 90% de nicleos integros. Esto corresponde a la distribucion de la
relacién longitud/didmetro celular (Tabla 4 y Fig. 12), donde debe interpretarse que el valor de
1 ¢ o muy cercano a éste, representa células con nicleo integro o casi integro, completamente
circular Por el contrano, cuando ¢l valor de la relacién tongrtudrdiametro celular se aleja de
10, refic)a que las células han expenimentado un efecto genotoxico, como es el caso de las

concentraciones de 10, 15 y 20ug/ml de MTX, asi como el control posttivo de HO; 2 200uM

y el grupo expenimental de Sug/ml de MTX + H,0, (Fig 11).

Lo anterior, indica que lhr de exposicién de los linfocitos a las diferentes
concentraciones de MTX utilizadas en ésta investigacion, es trempo suficiente para inducir un
mecanismo de efecto genotdxico que intervenga en el dafio al ADN en el bioensayo cometa.
L1 trabajo de Kasamatsu (1996), sefiala que [as células de leucenna murina L1210 tratadas con
MTX en cultivo, bajo condiciones semejantes a las utilizadas en ésta investigacion, no
presentan diferencia estadisticamente significativa respecto al control negativo en el ensayo
cometa, sin embargo, su resultado puede atribuirse a fa concentracion de MTX que Kasamatsu

emplea, siendo ésta de 50nM, o bien, 0.022pg/ml. En cambio, en éste trabajo se utilizaron
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concentraciones de MTX mayores, que obedecen al objetivo de llevar éste estudio hacia
situaciones clinicas probando concentraciones con valores que se alcanzan en el plasma de

pacientes que reciben al firmaco en su tratamiento.

Es necesano puntualizar que en el presente trabajo no se provocd la formacién
de poliglutamatos a partir del MTX, va que no se adiciond, como se ha mencionado, fraccion
microsomal, por 1o que muy probablemente se mostro la capacidad intrinseca det mismo para

indusir el mecanismo responsable del dafio al ADN por ruptura de cademas.

A partr del presente estudio, se obtiene que thr de tratamiento de los hnfocitos con las
diferentes concentraciones de MTX es ttempo suficiente para mducir un mecanismo de dafio
al ADN en el ensayo cometa, y que el MTX no requiere estrictamente biotransformacion para
ynducir un daiio genotéxico. At cuando el objetivo del presente trabajo no fue dilucidar el
mecanismo de genotoxictdad del MTX y debido a que el ensayo cometa puede detectar
.anturas en cadena doble o sencilia de ADN, asi como sitios dlcali-labiles (Sing, 1988), se
probd un grupo experimental adicional (Spg/ml MTX + HyOy) donde Spg/mi de MTX no
habia presentado diferencia estadisticamente significativa respecto al control negativo. El
resultado de esto (Tabla 4 y Fig 11 y 12) refleja que hubo cometas con colas de mayor
jongitud y nucleos mas pequefios, seguramente por efecto sinérgico del MTX y el Hy0,, lo
que hace posible proponer como mecanismo de genotoxicidad del MTX la induccion de sitios
alcali-labiles, que son sitios apurinicos/apirimidintcos (AP) , resuftantes del mecanismo de
reparacién glicosilitico que induce, posteriormente, una AP endonucleasa que deja un sitio 3°-
OH para la subsecuente sintesis y ligacion que restaura la integridad de la informacion

genética en el ADN ( Ross y Moon-Shong, 1985). Esta propuesta no se contrapone en
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absoluto a la hipotesis de Li y Kaminskas {1984}, as{ como la de Yoshioka (1987), en la que
mencionan la induccién de [a endonucleasa por la mezelz desequilibrada de nucledtidos; y s

se puede suponer que aporta una alternativa para el estudto del mecanismo de genotoxicidad

del MTX

De éste trabajo se desprende también que el MTX no provoca el efecto de
genotoxierdad por interaceién directa con el ADN o intercalandose en él, sino que lo hace por
induccidn de mecanismos que de forma natural pueden alterar al musmo, afectando la

integnidad de la mformacion genética

{-n 1o futuro, podria considerarse el presente estudio en la planeacion del fratamiento de
ayuctlos pacientes que presentan eluninacion icial ienta y que alcanzan valores plasmaticos
Je 3t a 100N (Chabner, 1988, Allegra, 1990}, siendo aproximadamente 22 7 a 45 4ug/ml de
NN por 1o gue deben ser dosificados cundadosamente, ya que, como s¢ muestra en fa
prosente avestigacion, ¢l MTX se comporta como agente genotoxico a partir de la

voncenracion de 10pg/ml
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CONCLUSIONES

v

El ensayo cometa es una técnica altamente sensible que permiti¢ detectar el dafio al ADN

que produjo el MTX sobre los nfocitos humanos.

A partir de 10ug/ml, el MTX se comporta como un ageate genotdxtco, actuando de forma

mdirecta v no requicre biotransformacion

Se suwiere la existencaa de un tiesgo de efecto genotdxico, tante en aquelios pacientes que
alcanzan concentraciones plasmaticas iguales o mayores a 10ug/ml, como en los que

reciben al MTX simultdneamente con otros agentes genotdxicos conocidos durante so

Lratamiento
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