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RESUMEN. 

Los entrecruzamientos DNA protefnas (DPC) representan lesiones 

potencialmente dañinas que son inducidas por una gran variedad de agentes tanto 

físicos como químicos. Estas lesiones no siempre son reparadas y se inducen a 
: . .· .,. 

concentraciones·: no ·citotóxicas. Se ha postulado que su presencia sea utilizada 

como un indica~o/t~rnp~a~o de efecto de exposición a agentes genotóxicos. sin 

embarg~ ~ pes~~i:i~;~i:fa''~e:~an identificado algunas de las proteínas involucradas 
. '.-~···· . -·;. ~-:~::: ... · '< ' 

en los entrecruzaníientos;•se desconocen su cinética y el tipo de secuencias de 

DNA invo1uc::~a~~·/[2c6~~· .. J;I:~ o~)etivo de identificar algunas de las secuencias 

involucradas eri·;e:i~~;:¿~~pl~joi, ~decidimos marcar los segmentos de DNA 

present~s e~D~-~i~~IJ~L~~·~·pcir' N~As02 en la)fnea celular hepática WRL-68. Se 
-.-·; .. , .-· --~ ·- ,,.,._,.-:·_ ~·:.;:·,'Z·'~'.\~_~.'':·'- ·-,..- - . . ' .. ' . 

aislaron Jos opc''rnéi'éti~~te precipitacióncon SDS/KCI y se digirieron las proteínas 
'::_'',; :...-:'-.·,, e::;::,r, ,' -~;. , , {,l 

adheridas a.ellos mediante un tratamiento con Proteinasa K, para posteriormente 
. ': ·. .: ,;;_~e---- _.,__~_-.,, - - - -· - - - - -

precipitar el CÍNÁ libre de protefnas', é:on etanol/acetato de K; 
-, -~>~·: 

Los fragrnerlt~s ,~e }Pª~§~ron · con . bases biotiniladas por el método de Nick 

Translation; é. Las·~ sondas', as! generadas se utilizaron para realizar un estudio 
. :.··: ,_'{-··· \·<~~:. ·-\"'-~·' .·:;~1,~\ ··~:;·~~~"''.-·_;·,;'/, .·· 

funcional ,mediante~fj,'ibilciacÍón't';ii!súu. Se lograron hibridaciones en núcleos 

interfásiéos;~ Estas Z'bnJ~5¡~'e ·.:;tilizarán posteriormente para realizar pruebas de 
·., ·F - .·,- '~;-: :·.":.--·' 

hibridación ·con '.se2uehcia~ có'nocidas, y asf identificar el tipo de secuencias 

involucradas el1'1os entrecruzamientos .. 

9 



INTRODUCCIÓN 

Arsénico. 

Antecedentes Históricos. 

Los compuestos arsenicales tienen una larga historia como agentes 

medicinales y venenosos. Su uso medicinal fue descrito desde el año 400 A.C. por 

Hipócrates, quien recomendó la aplicación de una pasta a base de Arsénico, para 

tratar úlceras cutáneas. Durante la Edad Media. las propiedades tóxicas del 

Arsénico fueron muy utilizadas y el Arsénico blanco (Trióxido de Arsénico) fue el 

veneno de elección. por su alta toxicidad. Durante Ja primera Guerra Mundial, se 

desarrollaron y utilizaron como armas químicas los gases arsenicales, entre ellos 

el gas Lewisita (clorovinil-dícloroarsina}, que es un potente irritante local y tóxico 

sistémico. A principios del siglo XX, Jos arsenicales orgánicos e inorgánicos se 

emplearon para combatir enfermedades como la tripanosomiasis la sífilis, 

enfermedades cutáneas crónicas, anemia, leucemia y enfermedades pulmonares. 

Su uso medicinal está actualmente limitado a casos avanzados de la enfermedad 

del sueño y como componente de drogas antiparasitarias de uso tópico (Albores, 

et.al., 1997). 

Caracteristicas Quimicas. 

El arsénico, pertenece al grupo VA de la tabla periódica; su número atómico es 

33 y su masa atómica 74.9; está clasificado como elemento de transición o 

metaloide, esto es que comparte algunas propiedades tanto fisicas como químicas 

con los metales. Sus números de oxidación más comunes son -3, +3 y +5. 

Los compuestos arsenicales pentavalentes son los más estables en Ja 

naturaleza. En cuanto a los trivalentes, los más comunes son el Arsenito de Sodio 

NaAs02, trióxido de Arsénico As203 y cloruro arsenioso AsCl3 • 
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El Arsénico puede ser liberado al ambiente por actividad volcánica y erosión de 

depósitos minerales. Además de su ocurrencia natural, existen actividades 

humanas que emiten Arsénico al medio ambiente. tal es el caso de combustibles 

fósiles (carbón, madera), estaciones generadoras de energía eléctrica, procesos 

de fundición y refinación de metales no ferrosos (Plomo, Zinc. Cobre), el uso de 

preservadores para la madera, la manufactura de semiconductores para Ja 

industria electrónica elaborados a base de arseniuro de Galio (GaAs) e indio 

(lnAs) y los depósitos de desechos químicos con grandes cantidades de Arsénico 

almacenadas inadecuadamente. 

Se ha utilizado de una forma u otra como pesticida y herbicida; en Ja 

manufactura de vidrio, pigmentos, pinturas y aleaciones. El mortal gas Arsina 

(AsH3) es usado en la. manufactura de microchips en la industria de 

semiconductores. 

Las concentraciones de Arsénico en el aire en sitios alejados de actividades 

antropogénicas son de 1 a 3 ng/m3 mientras que, en áreas industriales emisoras 

de Arsénico. los niveles de este elemento pueden ser de 100 hasta 300ng/m3. Las 

concentraciones de As en el agua son usualmente menores a 1 O µg/L, mientras 

que, en sitios cercanos a minas o contaminados con minerales arsenicales. 

fluctúan entre 200 y 1000 µg/L. Las concentraciones de Arsénico en el suelo 

varlan de 1 a 40 mg/Kg y, en áreas agrlcolas, pueden ser aun más altas por la 

presencia de residuos de plaguicidas arsenicales. 

La ingestión de Arsénico en el agua de bebida (principalmente Arsénico 

inorgánico) es una fuente de exposición muy importante para algunas poblaciones. 

por lo qu~· puede ser un problema grave de salud pública. Este problema ha sido 
·· .... 

descrito en Taiwán, Chile, Argentina, México e India; en todas las regiones 

afectadas por la presencia de As en el agua de bebida se rebasa varias veces el 

limite máximo permisible para el agua de bebida (50 µg As/L). 
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Absorción. 

Los compuestos de Arsénico se absorben después de ingerirse o inhalarse. La 

absorción por la piel es limitada. El Arsénico es transportado a través de la sangre 

a los diferentes órganos y tejidos. Los compuestos Arsenicales tienden a 

acumularse en grandes cantidades en hígado, riñones, pulmones, músculos. 

huesos, piel y pelo. 

El Arsénico trivalente (+3) se une con fuerza a los grupos sulfhidrilos de las 

protefnas, puede acumularse en tejidos con alto contenido de queratinas esto 

explica su persistencia en cabello y uñas como consecuencia de su unión a los 

grupos sulfhfdrilo de la queratina (Squibbo y Fowler1983) este metaloide también 

interfiere con numerosos sistemas enzimáticos, incluso en los relacionados con la 

respiración celular. el metabolismo del glutatión y la restitución del DNA (Albores 

et al., 1997). 

Biotransformación del Arsénico 

La biotransformación es la vía metabólica más común para arsenicales 

inorgánicos, tanto en humanos como en otras especies animales. El hígado es el 

principal sitio de metilación del Arsénico, también se ha demostrado que este 

órgano puede acumularlo. 

En la actualidad aún no se conoce con exactitud el proceso de 

biotransformación del arsénico, sin embargo, se han aceptado hipótesis como la 

propuesta por Cullen et al., (1984), Thompson (1993) y Styblo et al., (1999) en 

donde se sugiere que el metabolismo del arsénico involucra dos procesos: A) las 

reacciones de reducción que interconvierten el Arsénico V a Arsénico 111 y 8) las 

reacciones de metilación oxidativa que convierten el arsénico 111 en especies 

metiladas (figura 1). 

12 



Esto es, una vez reducido el arsénico se adiciona el primer grupo metilo para 

formar el ácido monometilarsfnico (MMA) y sigue otra metilación para formar el 

ácido dimetilarsinico (DMA) considerado como el compuesto final en el 

metabolismo del arsénico en mamíferos. El DMA es la forma más abundante de 

excresión del Arsénico en el hepatocito. lo que sugiere que la dimetilación del 

Arsénico puede facilitar su interacción con las membranas para su eliminación 

(Styblo et al., 1999). La metilación del arsénico inorgánico es un paso importante 

en la eliminación del arsénico ya que los arsenicales pentavalentes metilados son 

excretados fácilmente (Hughes et al., 1994). 

Debido a que los arsenicales monometilados y dimetilados son considerados 

menos tóxicos que los arsenicales inorgánicos, se ha propuesto la metilación 

como mecanismo de detoxificación (Yamauchi y Flowler, 1994). Recientemente ha 

sido detectada y parcialmente caracterizada una enzima que cataliza la mono y 

dimetilación del Arsénico en muestras de hígado de diversas especies (Aposhian, 

1997). 

La Metilación del arsénico se realiza principalmente en la fracción citosólica del 

hepatocito, la S-adenosilmetionina (SAMe) es el principal donador de grupos 

metilo y se cree que el glutatión reducido (GSH) es el donador de electrones para 

Ja reducción de los compuestos arsenicales. El metabolismo del arsénico es 

afectado por la dosis, altas dosis pueden saturar o inhibir la Metilación del 

Arsénico (Styblo et al., 1999) incrementando Ja presencia de Arsénico trivalente en 

el tejido. 

CH,- +2e CH3• 

CH:iAS+5 03º2 ---~ [CH:iAs+3 02º2) ---~ (CH3)2AS+502º2 

Arsenrto Me111transferaSa 1 MMA(V) MMA(lll) Metillransferasa 11 DMA(V) 

Figura 1. HipOtesls de biotransformaciOn del Arsénico: Thompson (1993). 
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Efectos tóxicos del Arsénico en células humanas. 

El mecanismo más importante que se postula para explicar la toxicidad de los 

compuestos arsenicales trivalentes es a través de su afinidad por los grupos 

sulfhldrilo de las proteínas. Las enzimas son particularmente afectadas si el grupo 

sulfhldrilo (-SH) está ubicado en un sitio critico para su actividad (Jha et al .• 1992). 

Estudios tempranos han demostrado que los arsenicales inhiben la 

proliferación celular de linfocitos humanos en cultivo (Petres et al., 1977; Wen et 

al., 1981; McCabe et al., 1983). El efecto inhibitorio de los arsenicales en la 

progresión del ciclo celular se debe posiblemente a su afinidad por las proteínas 

que contienen grupos sulfhidrilo (Léonard y Lauwerys, 1980; Ramírez et al., 1997). 

De igual modo en México la cinética de proliferación en linfocitos de personas 

expuestas crónicamente al Arsénico se vio disminuida, lo que provoca una 

disminución en la respuesta inmune celular que puede eventualmente conducir a 

malignidad (Ostrosky-Wegman et al., 1991 ). 

En diversos estudios se ha demostrado que compuestos inorgánicos de 

Arsénico son capaces de inducir efectos dependientes de la síntesis de DNA. 

-: como aberraciones cromosómicas e intercambio de cromátidas hermanas por 

intervenir en procesos de ligación, en linfocitos humanos y en células embrionarias 

de hámster de manera dosis dependiente. Adicionalmente se ha reportado que los 

arsenicales son menos eficientes en la inducción de intercambio de cromátidas 

hermanas en cultivos de sangre entera que en cultivos de linfocitos aislados 

(Larramendy et al., 1991 ). Los arsenicales son capaces de inducir 

entrecruzamientos DNA-Proteínas y rupturas en el DNA de células de mamífero 

(Wedrychowski et al, 1986; Dong y Luo, 1993, Ramirez et al .• 2000). Sin embargo 

no se ha reportado que el Arsénico induzca mutaciones en loci especificas ni en 

bacterias ni en células de mamífero (Lee et al., 1986). Los mecanismos genéticos 

de carcinogénesis del arsénico aún no están bien entendidos. 
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Se ha reportado que las células tratadas con Arsenito de Sodio y expuestas a 

radiación tardan mas tiempo en reparar su DNA alterado que las células no 

tratadas, presumiblemente porque los compuestos de arsénico tienen un efecto 

inhibitorio en los procesos de ligamiento (Huang et a/., 1991 ). Se ha encontrado 

que los inhibidores de los procesos de reparación de DNA incrementan la 

producción de aberraciones cromosómicas inducidas por varios clastógenos 

(Natarajan et a/., 1982; Presten, 1982). El último paso en los mecanismos de 

reparación de lesiones en el DNA involucra ligación, si este paso es inhibido, el 

resultado es un incremento en la frecuencia de aberraciones cromosómicas 

(Natarajan y Obe, 1984). También se ha demostrado que el Arsenito de sodio 

inhibe la escisión de dimeros de pirimidina y la síntesis no programada de DNA en 

fibroblastos humanos normales (Okui y Fujiwara, 1980) el arsénico inhibe la unión 

de hebras rotas, pero no interfiere en la actividad de polimerización de los 

nucleotidos (Lee-Chen et a/., 1992). 

A pesar de la cantidad de trabajos que reportan que el arsénico inhibe los 

mecanismos de reparación del DNA, Li y Rossman en 1989 observaron que 

células V-78 tratadas con N-metil-N-nitrosourea e incubadas con Arsenito 

presentaron reparación del DNA por escisión. Es posible que el arsénico en el 

rango de concentraciones utilizado por ellos, no inhiba los procesos de reparación 

del DNA. Sin embargo diversos reportes afirman que los mecanismos de 

reparación en lesiones inducidas por arsénico (incluidos los DPC) se ven 

disminuidos. La reparación por escisión es el mecanismo mas común de 

reparación del DNA en células de mamífero. En esta vía, una DNasa elimina el 

segmento dañado, subsecuentemente se lleva a cabo la polimerización y 

finalmente la unión de la hebra por la DNA ligasa (Lindahl, 1987). 

El Arsénico es reducido y metilado principalmente en células hepaticas 

mediante una serie de reacciones que requieren glutatión intracelular reducido 

(GSH) generando formas reactivas intermediarias (Styblo y Thomas, 1995; 
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Clewell et al., 1999) que pueden conducir a la formación de DPC. Los DPC 

hacen al DNA más sensible a ser dañado por otros agentes como la N- Metil-N­

nitrosourea (Dong y Luo, 1994). 

Se ha demostrado que el Arsénico trivalente induce la slntesis de proteínas de 

estrés y factores de crecimiento (Germolec et al., 1996). El arsénico es capaz de 

inducir cáncer de piel, pulmón, vejiga e hlgado (Chen et al .. 1992). 

Excreción 

Debido a la alta absorción de los compuestos arsenicales, su excreción por 

heces es muy baja, alrededor del 4% de la dosis administrada. La bilis es una vía 

de importancia considerable para la excreción relativa del arsénico, no obstante, 

debido a su reabsorción en el intestino, el arsénico queda disponible otra vez para 

su excreción por el riñón, como consecuencia la excreción de arsénico via bilis no 

contribuye significativamente a su excreción total (Menzel et al., 1994). 

Se ha considerado que las especies de arsénico trivalente presentan mayor 

fijación tisular, por lo que comparativamente, las especies pentavalentes 

(inorgánicas y metiladas) se excretan más rápidamente por el riñón. 

La acumulación de arsénico en pelo y uñas ha sido considerada una forma de 

eliminación. La principal via de excreción es a través del riñón donde una parte ( 2 

al 20%) del arsénico inorgánico absorbido es excretado en la orina sin metilar y el 

resto se excreta en forma metilada, siendo la dimetilada la forma predominante. 

Hepatocitos. 

Los hepatocitos constituyen el 80% de la población celular del hígado. La 

mayorla de las funciones que desempeña el hígado recaen en los hepatocitos. El 

núcleo del hepatocito es, en general esférico y central. Muchos hepatocitos (más 

del 50%) son poliploides, es decir que contienen dos (o más) veces la cantidad 

normal de DNA. Los núcleos de los hepatocitos presentan uno o más nucleolos y 

grumos cromatinicos dispersos (cariosomas), asi como también un reborde de 

cromatina perinuclear (Ross, 1992). 
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Línea celular WRL-68. 

El uso de modelos celulares como complemento y como parte alternativa para 

la experimentación animal en estudios de fisiologfa celular. se incrementó en la 

década de los 80as. (Jover et al., 1992). 

La lfnea celular WRL-68 fue aislada de un epitelio de hígado fetal poliploide 

humano, aparentemente normal y fue patentada en 1976 por Apostolov con el 

registro: USA patente No. 3935066. Esta linea celular, fue depositada en la 

colección americana de cultivos Rockville, MD (ATCC con acceso en el número 

CL48). La patente establece que: a) Cuando las células son cultivadas en medios 

de crecimiento, forman grupos discretos; b)Estas células presentan una morfologla 

similar a los hepatocitos de higado humano; c)Su tiempo de generación no es 

mayor a 24 horas; d)Muestran incremento en su producción de glucógeno. en 

presencia de 1% de glucosa en el medio; d)Estas células son capaces de soportar 

virus, para la preparación de vacunas virales. 

Los hepatocitos de la lfnea . celular WRL-68 mantienen su morfología y 

funciones especificas, lo cual sugiere que estas células pueden utilizarse como un 

buen modelo para el estudio de· las funciones hepáticas in vitro (Gutiérrez et 

a/., 1994). 

Las células WRL-68 observadas bajo el microscopio fotónico, presentan la 

tfpica forma poligonal de células epiteliales (figura 2). Sus características 

morfológicas son compatibles con las células parenquimáticas de higado, estas 

células presentan un patrón de citoqueratinas similar a células hepáticas en 

hígado (Gutierrez etal., 1994). 
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Estas células secretan alpha-feto protefna (AFP) y albúmina lo que indica que 

las células desempeñan funciones especificas de hígado (Marceau et al.,1989). 

Las células WRL-68 preservan la actividad de muchas enzimas especificas o 

caracterfsticas de hígado utilizadas en química clínica para el diagnostico de 

desordenes hepáticos como por ejemplo Alanina amino transferasa ALAT enzima 

que se encuentra únicamente en citoplasma de células hepáticas (Schmidt y 

Schmidt, 1979), Aspartato amino transferasa ASAT, gamma- glutamyl 

transpeptidasa GGt enzimas especialmente abundantes en hígado y fosfatasa 

alcalina. 

Figura 2. Hepatocitos humanos de la línea celular WRL-68, se observa que presentan una forma 

poligonal, tlpica de células epiteliales 

Entrecruzamientos DNA-Proteínas (DPC). 

Los DPC son resultado de enlaces covalentes entre dos macromoléculas el 

DNA y las proteinas (Singh, 2000). Existen dos tipos de DPC, los fisiológicos y los 

patológicos. Los fisiológicos pueden ser por ejemplo los que ocurren para que se 

realice el empaquetamiento de DNA en espermas. Los entrecruzamientos 

patológicos entre dos macromoléculas en sitios al azar, pueden ser ocasionados 

por agentes genotoxicos tales como: rayos X, luz UV, metales. formaldehído, 

entre otros (Singh, 2000). 
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Entre Jos metales que se han reportado como agentes entrecruzadores, se 

encuentran el Cromo VI, JIJ y JI; Nfkel JI; Cadmio JI; Arsénico IV y 111. Estos agentes 

son capaces de entrecruzar protefnas de matriz nuclear, algunas proteínas 

cromosomales y citoqueratinas con el DNA. La capacidad que tienen los metales 

de formar entrecruzamientos, depende de la concentración en Ja que se 

encuentren y Ja reactividad que presenten con las macromoléculas involucradas 

(Wedrychowski et al., 1986). 

La participación de los metales como mediadores para la formación de DPC no 

es muy clara, sin embargo se han propuesto varias alternativas. El oxigeno 

derivado del H 2 0 2 y 0 2 ·- (radical superoxido) en presencia de iones metálicos de 

transición .tales como el cobre o hierro, desencadenan la producción de especies 

reactivas· llamadas radicales libres; Ja especie reactiva más importante es el 

· radical OH'. La ionización y la radiación UV incrementan la producción del radical 

súper oxido 0 2·- que en presencia de iones metálicos produce radicales OH, los 

cuales provocan entrecruzamientos del DNA con proteínas (Singh N .. 2000). 

Se ha establecido firmemente Ja formación de aductos con DNA producidos por 

moféculas endógenas reactivas (Marnett y Burchman, 1993). Tanto radicales libres 

. como productos de la peroxidación lipidica generados in vivo. se han propuesto 

como responsables del daño producido al DNA cuando las células no han sido 

~xpuestas a agentes físicos o químicos exógenos (Voitkun y Zhitkovich, 1999). La 

formación de Mafondialdehido (MDA), Formaldehido, acetaldehido y otros 

aldehfdos como resultado del proceso de peroxidación lipidica esta bien 

documentado (Esterbauer, 1982). Estos aldehídos son considerados químicos 

formadores de DPC. 
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No se conoce con certeza el proceso de formación de DPC pero se ha 

propuesto que el ataque de radicales libres y otras especies reactivas a proteínas 

provoca modificaciones químicas que conducen a subsecuentes reacciones con el 

segundo componente no modificado DNA produciendo un crosslink intermolecular 

(Voitkum y Zhitkovich 1999). Empleando las técnicas de Cromatografía de gases y 

espectroscopia de masas Dizdaroglu et al. (1989); Gajewsky y Dizdarglu (1990) 

han encontrado que la forma qulmica más abundante en los DPC inducidos por 

exposición a radicales libres son los entrecruzamientos entre Timina y Tirosina 

como resultado de una adición del radical allyl de la timina al carbono 3 de la 

tirosina seguido de una oxidación del aducto resultante (figura 3). 

limina 

Figura 3. Radicales hidroxilo inducen entrecruzamientos DNA- Proteina Involucrando una Timina y 

una Tirosina. La formación de este aducto ocurre como resultado de la extracción de un átomo de 

H por un radical OH, del grupo ;,,etilo-de la Timina, seguido por. la adición del radical Timina 

resultante al carbono 3_de·1a ~ir;,sima y finalmente la oxidación dE>I aducto re~ultante (Dizdaroglu et 
a/., 1969) 

; '. º>. ' . . ; ' - . :. ~ ... - . 

Las proteinas que· se han encontrado en DPC inducidos por metales pesados, 

usualmente-_ ti~nen. p~sos' moleculares altos, ·de entre -94 000 y 200 000 Da 

(Wedrychowski etª':· 1986). 
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Los DPC son lesiones biológicamente relevantes que estimulan un crecimiento 

celular acelerado y como consecuencia cáncer (Connaway et.al., 1996). Estas 

lesiones tardan mucho tiempo en repararse (Gant. 1987) y sus mecanismos de 

reparación son muy poco conocidos. Se ha propuesto que los DPC son reparados 

por la nucleasa UvrABC, mediante reparación por escisión de nucleotidos. Esta 

enzima corta la hebra de DNA al final del entrecruzamiento, posteriormente se 

reemplaza la secuencia de nucleótidos que fue eliminada tomando como templado 

a la hebra complementaria (Minko et al.,2002). 

En ocasiones, los DPC no son reparados correctamente. Cuando esto ocurre 

se provoca un desequilibrio fisiológico en la célula que la puede conducir a la 

muerte. Pero si la célula no muere, al dividirse transmite mutaciones a las células 

hijas que podrlan con el tiempo transformarse (Singh, 2000). 

Se ha sugerido a los DPC como biomarcadores de exposición a agentes 

genotóxicos,. Se conocen diversas técnicas para Ja detección de los DPC. La 

técnica riiá~·~tilizada es empleando filtros de elusión (Bradley y Disart, 1985). Los 

entrecruzamientos pueden ser detectados con microscopía electrónica (Bohr y 

Nielsen,-. 1984). Otra técnica consiste en la precipitación selectiva del DNA 

asociado con proteinas utilizando K-SDS (Toniolo et al., 1993). Recientemente se 

demostró que también se pueden identificar DPC utilizando electroforesis con 

microgeles, dado que el DNA entrecruzado con proteinas, disminuye 

significativamente su migración en electroforesis alcalina (Singh. 2000). Otro 

método para detectar entrecruzamientos consiste en evaluar las alteraciones en 

los patrones de digestión del DNA por endonucleasas de restricción, ya que la 

asociación de una proteina al DNA impide que la endonucleasa reconozca su sitio 

de corte (Yang Chen et al .. 1991 ). 
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Principios y aplicaciones de la hibridación "in situ". 

La hibridación "in situ", fue descrita en 1969 por Joseph Gall y Mary Lou Pardue 

(Gall y Pardue, 1969). Pocos meses después, dos grupos más de investigadores 

publican resultados similares (John et a/., 1969; Buongiorno-Nardelli y Amaldi, 

1970) es una de las herramientas más utilizadas actualmente en Biología Celular 

y Molecular, para la detección de secuencias particulares de ácidos nucleicos en 

compartimientos celulares definidos (figura 4). 

Figura 4. Hibridación in situ fluorescente. La secuencia de écidos nucleicos que sera introducida a 

las células para detectar Ja secuencia complementaria especifica (la sonda). se marca in vitro , 

posteriormente ésta se desnaturaliza para que se realicen reasociaciones de cadenas 

complementarias y asf formar estructuras duplex en compart1mientos celulares. 

La hibridación de ácidos nucleicos, se basa en la formación de dobles cadenas 

entre dos secuencias nucleotfdicas complementarias (Alberts et a/., 1986). La 

hibridación de ácidos nucleicos es un método poderoso para detectar y cuantificar 

secuencias de DNA y RNA especificas. Las reasociaciones de cadenas 
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complementarias para formar estructuras duplex pueden ser llevadas a cabo en 

una variedad de formas: ya sea con RNA o DNA en solución y DNA de una sola 

cadena inmovilizado en agar o filtros de nitrocelulosa. o bien qufmicamente unidos 

a una matriz insoluble. 

El proceso que involucra todos los métodos basados en la hibridación 

molecular fue descrito por primera vez por Marmur y Doty en 1961 {en Southern, 

1985). A partir de este descubrimiento se establecen dos hechos importantes: a) 

las dos secuencias involucradas en la formación de la doble hélice pueden tener 

solo un grado de complementariedad y b)la estabilidad del doblete formado, 

depende de la extensión de fa complementariedad (Southern, 1985). 

La reasociación de ácidos nucleicos involucra la incubación de moléculas de 

una sola cadena bajo condiciones de fuerza iónica y temperatura. las cuales 

favorecen la formación de dobletes de cadenas base-apareadas {Young y 

Anderson, 1985). 

La sonda. 

Todas las metodologías que emplean el proceso de hibridación de ácidos 

nucleicos comprenden básicamente el uso de un fragmento de DNA de una sola 

cadena marcado específicamente in vitro, conocido como "sonda". Esta reacciona 

y se une con su cadena de DNA complementaria. Los híbridos son visualizados 

utilizando métodos de detección que reconocen específicamente la marca de la 

"sonda" de DNA {Volkers et al .. 1989). 

La sonda es la secuencia de ácidos nucleicos que será introducida a las células 

para detectar la secuencia complementaria específica. Las sondas pueden ser 

fragmentos de DNA. oligonucleótidos, fragmentos de DNA generados por PCR. 

RNA antisense ó RNA sense producidos por transcripción in vitro. 
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Marcado de la sonda 

La sonda puede ser marcada por nick trans/ation. Rigby y cols. (1977) 

demostraron que este método es eficiente y reproducible. No altera las 

caracteristicas originales del DNA sin marcar. El método se basa en la actividad 

de las enzimas DNasa y DNA polimerasa. La primera hace cortes puntuales en la 

molécula de DNA (pellizcos"nicks") y la segunda repara estos cortes, pero no solo 

introduce un nucleótido en el punto donde hubo el daño, sino que continúa 

recorriendo el corte a lo largo de la molécula e introduciendo nucleótidos hasta 

que encuentra una señal de término, que puede ser el final de la molécula, en el 

caso de las sondas (figura 5). 

La reacción de nick translation involucra la acción de dos enzimas: 1 )las 

DNasa 1 (dosoxirribonucleasa pancreática de bovino}, que es una endonucleasa 

que hidroliza DNA de una o de dos cadenas, hasta una mezcla compleja de mono 

u oligonucleótidos con terminación fosfato 5'. 2)1a DNA polimerasa de 

Escherichia co/i. La DNasa 1 ataca de manera independiente cada cadena de 

DNA, resultando en fragmentos de una sola cadena. Los sitios de corte están 

distribuidos al azar y el grado de hidrólisis (o nicking} puede ser controlado por la 

concentración de la DNasa 1 y el tiempo de la reacción. La holoenzima DNA 

polimerasa 1 cataliza la reacción de acoplamiento y la adición de secuencias de 

residuos de nucleótidos a la cadena 3' hidroxi-terminal de un fragmento, con la 

eliminación de unidades de nucleótidos de 5' fosfato terminal. Con 

desoxinucleótidos trifosfato (marcados isotópicamente o no isotópicamente} como 

sustratos, los nucleótidos preexistentes no marcados en el molde de DNA son 

reemplazados por los marcados por la acción de la DNA polimerasa (Chan y 

McGee, 1990). 
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Figura 5. Marcaje de DNA por nick trans/ation. La DNasa realiza un nick (Ruptura de un enlace 

fosfodiester dejando libres un OH 3· y un fosfato 5' ), posteriormente la DNA polimerasa 1 

reconoce el Nick, esta enzima funciona como exonucleasa en dirección 5'-.3' degradando la 

cadena' de DNA apareada con aquella que le sirve de templado. Simultaneamente va 

reemplazando la hebra degradada introduciendo asl los nucleOtidos marcados. 

Actualmente, el marcado de las sondas para hibridación in situ se realiza 

utilizando generalmente precursores no isotópicos, como nucleótidos análogos 

modificados con la vitamina Biotina (figura 6) o con el esteroide Digoxigenina 

este tipo de marcado tiene la ventaja adicional de que la detección se puede llevar 

a cabo de diferentes maneras. 
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Figura 6. Estructura qui mica de la Biotina. 

Detección de la sonda. 

Cuando se utiliza a la vitamina Biotina (PM 244.3) como marcador, la detección 

se basa en la alta afinidad que la proteina Avidina presenta por esta vitamina. Esta 

afinidad es extremadamente alta (Kd =10º15 M), que es casi equivalente a una 

unión covalente. La Avidina puede ser acoplada a una enzima cromógena 

(peróxidasa, fosfatasa alcalina) para su detección con el microscopio de campo 

claro, a un fluorocromo (fluoresceina o rojo Texas) para su detección con el 

microscopio de epifluorescencia y a partículas de oro coloidal de un diámetro 

determinado, para su detección con el microscopio electrónico de transmisión. La 

detección puede también llevarse a cabo con anticuerpos antibiotina acoplados a 

enzimas, fluorocromos o partículas de oro coloidal. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Los entrecruzamientos DNA-Proteinas (DPC) representan lesiones 

potencialmente importantes inducidas por una gran variedad de agentes de 

conocida actividad carcinogénica, entre los que se encuentra el Arsénico. Si estas 

lesiones no son reparadas rápidamente y se inducen a concentraciones no 

citotóxicas podrían alterar la estructura de la cromatina. inhibir la transcripción de 

genes o generar rompimientos de DNA en el momento de la replicación al impedir 

que se dupliquen las regiones en contacto con las proteínas. 

Existe la necesidad de desarrollar nuevas estrategias para conocer el proceso 

por el cual se generan y se procesan este tipo de lesiones. para poder asociarlos 

a marcadores de riesgo carcinogénico como son las aberraciones cromosómicas y 

los micronúcleos. 

En el presente trabajo se generaron sondas a partir de los segmentos de DNA 

entrecruzados con proteínas mediante su marcaje con nucleótidos biotinilados por 

el método de nick translation. Las sondas así generadas se utilizaron en la 

localización nuclear y cromosómica de las secuencias de DNA involucradas en 

DPC inducidos por arsenito de sodio en la linea celular WRL-68. 
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08.JETIVOS. 

Objetivo General. 

Marcar mediante nick translation los fragmentos de DNA entrecruzados con 

proteínas para su utilización como sondas. 

Objetivos particulares. 

Inducir la formación de complejos DNA-Proteina (DPC) en hepatocitos de la 

línea celular WRL-68 mediante tratamientos con NaAs02 • 

Aislar los complejos DNA -Proteína (DPC) por precipitación selectiva utilizando 

KCl-SDS. 

Determinar la integridad del DNA extraído de los DPC mediante una prueba de 

digestión con la endonucleasa Mbo 1. 

Marcar con bases bíotiniladas por el método de nick translation el DNA 

extraído de los DPC. 

Realizar un estudio funcional de las sondas generadas. mediante una prueba 

de hibridación in situ Fluorescente (FISH) en linfocitos de sangre periférica . 
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HIPOTESIS. 

Si el DNA ·· extraido de los complejos DNA-Proteina se encuentra integro, 

entonces puede ser marcado por el método de nick trans/ation, para utilizarse 

como sonda en la localización nuclear y cromosómica de las secuencias. 
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METODOS. 

Cultivo de células. 

Se descongelaron células de la linea celular WRL-68 y se sembraron en cajas 

de plástico estériles, adicionando a la caja lentamente 15 mililitros de Medio 

Dulbecco Eagle Modificado (DMEM) de Sigma suplementado con 8% de suero 

fetal bovino (Gibco BRL 16000-044), 1% de aminoácidos no esenciales (Gibco 

BRL 11140-050) 100 U/mi de Penicilina y 1 OOµg/ml de estreptomicina (Gibco BRL 

15070-089). Las cajas se mantuvieron en una incubadora a 37ºC en una 

atmósfera húmeda con 95% de aire y 5% de C02 hasta confluencia, el medio de 

cultivo fue reemplazado cada dos dlas. 

Al transcurrir 7 dlas, las células alcanzaron la fase de confluencia y fueron 

tripsinizadas-para ser transferidas a cajas de cultivo más grandes. Para tripsinizar, 

se retiró el medio de cultivo de las células y se enjuagaron con PBS estéril. 

p(;steriormente se agregó 1.5 mi de tripsina (Apéndice 3) de Sigma y se incubó 

momentáneamente la caja con tripsina a 37 ºC , hasta observar a contraluz la 

separación de las células. Una vez separadas las células, se agregaron 4ml de 

medio DMEM suplementado para inactivar a la tripsina y este material se trasfirió a 

una caja de mayor tamaño, donde se agregaron 26ml más de medio DMEM para 

cubrir bien la cara de la botella donde crecerían las células (figura 7). 
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Figura 7. Cultivo de células en monocapa. Distintas etapas en el ciclo de cultivo y crecimiento de 
células en monocapa seguidas de Tripsinización (Fresheney. 2000). 

Tratamiento a las células WRL-68 con NaAs02 • 

Cuando las células alcanzaron la fase de confluencia, fueron enjuagadas dos 

veces con PBS estéril, para posteriormente adicionarles el medio de cultivo DMEM 

suplementado con NaAs02 1x 10·5 M en el que permanecieron durante 18 horas 

para inducir la formación de DPC, las células fueron tratadas en fase de 

confluencia para evitar la formación de DPC en fase S, ya que los DPC interfieren 

en la replicación del DNA. Una vez transcurrido este tiempo, se retiró el medio de 

cultivo y las células fueron enjuagadas dos veces con PBS. Finalmente se lavaron 

con 1 O mi de PBS en las cajas de cultivo y se desprendieron de la pared de la caja 

con la ayuda de un cepillo. 
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Viabilidad celular. 

Se determinó la viabilidad de las células después del tratamiento con NaAs02 

utilizando el colorante azul tripan (Sigma) que da información sobre el estado 

fisiológico de la membrana celular. Se tomó una ali cuota de 1 O microlitros de la 

suspensión celular adicionando 80µ1 de colorante y 910µ1 de PBS 1x. Las células 

se observaron en una cámara de Neubauer bajo el microscopio fotónico. para 

determinar el porcentaje de viabilidad se contaron las células claras y obscuras 

como se describe en la figura 8. 
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Figura 8. Colocando una pequeña allcuota de la suspensión celular con azul trypan al 2º/o en una 
e.amara de Neubauer. es posible cuantificar las células que se encuentran vivas (células claras) asl 
como las células muertas (células obscuras). ya que el colorante nos permite conocer el estado 
flsico de las membranas. cuando la membrana de la célula se encuentra dallada. entra el colorante 
por lo que la célula se tii'\e mas intensamente. 
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Aislamiento de los complejos DNA·Proteinas (DPC). 

La precipitación de los DPC se llevó a cabo empleando el método descrito por 

Costa. M. y colaboradores (1992). En breve, después de la determinación de 

viabilidad, las células fueron lisadas utilizando 0.5 mi de solución A (SOS 2%, 

PMSF 1mM, Tris-HCI 20mM) y se congelaron a -70ºC. Las células se 

descongelaron en un baño de agua a 37ºC y el DNA se fragmentó pasando la 

solución por una aguja de acero calibre 21 en cuatro ocasiones, lo cual garantiza 

una fragmentación relativamente uniforme de segmentos de 20 Kb 

aproximadamente (Zhitkovich et al., 1992). Los lisados se vaciaron a un tubo 

Eppendorf ejerciendo cierta presión y evitando al máximo la formación de 

burbujas. Se adicionaron 0.5ml de solución B (KCI 100mM, Tris-HCI 20mM, pH 

7.5) y se mezcló en el vortex. Las muestras se incubaron a 65ºC por 10 min., 

luego cada tubo se invirtió 3 veces y se colocó en hielo durante 5 min., para 

permitir la formación del precipitado KCl-SDS-Proteinas-DNA. Los precipitados se 

colectaron por centrifugación a 6000g por 5min a 4ºC. Los sobrenadantes se 

descartaron y las pastillas se resuspendieron en 1ml de solución C (100mM KCI, 

20mM Tris-HCI, pH 7.5). Las muestras se calentaron y se lavaron 3 veces como 

se describió anteriormente. Después del último lavado se resuspendió la pastilla 

en 250µ1 de solución D (100mM KCI, 10mM EDTA, 20mM Tris-HCI, pH 7.5). 

Con el fin de caracterizar los fragmentos de DNA presentes en los DPC, se 

degradaron las proteínas entrecruzadas al DNA con una solución de proteinasa K. 

Se agregaron 25µ1 de Proteinasa K (Sigma, USA) a razón de 0.2 mg/ml y se 

incubó a 50ºC durante 3h para degradar la mayor cantidad de proteínas 

entrecruzadas con el DNA. Transcurrido este tiempo, se adicionaron 50µ1 de BSA 

(Sigma, USA) a razón de 4mg/ml, las muestras se colocaron 5 min. en hielo. Se 

obtuvo el DNA entrecruzado con proteínas mediante centrifugación a 12 OOOg 

durante 10min a 4º C. Se recuperó el sobrenadante y se congelo a -70º C 

(figura 9). 
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Figura 9. Descripción del principio de Precipitación de los DPC. Después de lisadas las 
células con una solución hipotónica, se agrega una solución con SOS. El detergente SOS se une 
fuertemente a protelnas formando complejos P-SDS. Posteriormente se cortan fragmentos de 
DNA mecánicamente. haciéndolos pasar a través de una aguja de calibre 21. asl. se pueden 
separar los fragmentos de DNA que no se encuentran unidos a proteinas, mediante centrifugación. 
Una vez que se tienen los complejos DNA-P·KSDS. se adiciona Proteinasa K para degradar a las 
protelnas que por un lado se encuentran asociadas a DNA y por otro al sos. de esta manera se 
puede recuperar lntegramente el DNA que formó parte de los DPC ( Costa et al., 19g3¡_ 

Determinación de DNA por fluorescencia. 

Para estimar el porcentaje de DNA entrecruzado con proteínas, se determinó 

la cantidad de DNA total y DNA de los DPC, utilizando el tinte fluorescente 

Hoechst (bis-benzimida) que se intercala en las regiones A-T del DNA y cuya 

fluorescencia indica la cantidad de DNA presente en cada muestra de una 

manera indirecta. Para tomar las lecturas en el fluorómetro, se .tom~ una al!cuota 

de 10~11 de cada muestra, se agregaron 978µ1 de solución C (apéndi.ce 4) y 12.5µ1 

de tinte Hoechst (0.002mg/ml). Se elaboró una curva con . concentraciones 

conocidas de DNA para interpolar los valores de fluorescencia obtenidos en cada 

lectura. 
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Precipitación del DNA con Etanol. 

Para eliminar los restos de SOS y concentrar el DNA, este fue precipitado con 

dos volúmenes de etanol absoluto (frío) y 0.1 volúmenes de Acetato de Sodio 

0.3M Esta mezcla se colocó a -20ºC. Durante toda la noche. Posteriormente se 

centrifugó durante 10 minutos a 10 000 RPM a 4ºC, se decantó el sobrenadante, 

los pelets fueron enjuagados con etanol al 70% y se colocaron los tubos con el 

DNA en un baño a SOºC para evaporar el alcohol restante, una vez que el DNA se 

encontró totalmente seco (se observó transparente), se resuspendió con 100 

microlitros de buffer 10mM Tris, 0.1mM EDTA con ayuda de una micropipeta a 

SOºC. 

Concentración y pureza del DNA. 

Se colocó una alfcuota de 5 microlitros del DNA resuspendido en buffer Tris­

EDTA, en 1ml del buffer TBE 1X, para calcular la concentración y pureza del 

DNA por absorbancia a 260 y 280nM en el espectro de luz UV, empleando un 

espectrofotómetro controlado por un microprocesador (modelo Ultrospec 2000 de 

Pharmacia Biotech). 

La concentración del DNA se midió utilizando la absorbancia a 260nm, ya que 

se sabe que una solución de DNA con una densidad óptica de 1.0 (1.0 Unidad de 

Absorbancia) tiene una concentración de SOµg/ml, en una cubeta de paso de luz 

de 10mm. 

El índice de pureza se estimó dividiendo la lectura de absorbancía en el 

espectro a 260 entre la lectura de absorbancia a 280nM. Considerando que un 

Indice de 1.8 equivale a 100% de pureza en el DNA. 
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Digestión del DNA con la endonucleasa Mbo 1. 

Se fragmentó el DNA presente en los DPC con la enzima de restricción Mbo 1 

(Gibco BRL 15248-016) que reconoce como sitio de corte la secuencia de bases 5' 

GATC 3' en una cadena y 3'CTAG 5' en la otra cadena. 

Se colocaron 1 O microgramos del DNA que se obtuvo de los DPC en un tubo 

Eppendorf, a este se agregaron 5µ1 del buffer React 2 a una concentración 1 OX 

(10mM Tris-HCI, 50mM KCI, 0.1mM EDTA, 1mM DTT, 500 µg/ml BSA, 50% v/v 

glicerol y O. 1 % w/v Triton x-100), 39µ1 de H 20 estéril y una unidad de la enzima 

Mbo 1. Esta mezcla se incubó a 37ºC. En un baño de agua y se tomaron muestras 

de 10µ1 a los tiempos 1O',15',20' y 30'. 

Determinación del tamaño de los fragmentos de DNA. 

Las muestras de DNA obtenidas en los distintos tiempos de digestión O', 1 O', 

15', 20' y 30' se corrieron en un gel de agarosa al 1 % w/v mediante electroforesis 

horizontal. 

Se colocaron 6 microlitros de muestra en cada carril adicionando 2 microlitros 

de mezcla de aplicación (50mM glicerol, 10mM Tris pH 7.5, 0.1% Azul de 
• <' • ••• • ~ 

Bromofenol y 0.1 % Xilen-Cianol) .. En uno de los carriles se corrieron 2 microlitros 

de marcador de peso molecular de 1 Kb · plus de Gibco como referencia. Las 

muestras se corrieron durante· 45 minutos a BOV en la cámara de electroforesis 

horizontal. Los carriles de DNA se observaron por fluorescencia de Bromuro de 

Etidio a 254nM de luz UV. 
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Marcaje de DNA por Nick Translation. 

Existen varias técnicas que se utilizan para marcar ácidos nucleicos. En este 

trabajo utilizamos el método propuesto por Rigby et al., en 1977 denominado nick 

translation, por ser un método eficiente y sencillo que no altera las características 

originales del DNA sin marcar. El método se basa en la actívídad de las enzimas 

DNasa 1 (desoxiribonucleasa pancreática de bovino) y DNApolimerasa 1 de 

Escherichia coli. La primera hace cortes puntuales en la molécula de DNA 

(pellizcos=nícks) y la segunda repara esos cortes, pero no solo introduce un 

nucleótído en el punto donde hubo daño, sino que continua recorriendo el corte a 

lo largo de la molécula e introduciendo nucleótídos hasta que encuentra una señal 

de término (que puede ser el final de la molécula. en el caso de las sondas). 

El marcaje de la sonda se realizó utilizando nucleótidos análogos modificados 

con la vitamina Biotina. Antes de llevar a cabo la reacción de nick trans/ation, el 

DNA fue precipitado con etanol-acetato de K como se describió previamente. 

Posteriormente se colocaron los siguientes reactivos en un tubo Eppendorf de 

1.5ml que se encontraba inmerso en hielo: 2.5µ1 de mezcla 0.2mM de 

deoxinucleotídos trífosfatados dNTP (excepto dCTP), 2.5µ1 de mezcla de dNTP 

(exepto dGTP) con una concentración de 0.2mM de cada nucleótido, 1µg de DNA, 

·2.5µ1 de la solución 0.4mM de bíotin-14-dCTP y 41.9µ1 de H20 estéril. Finalmente 

se agregaron 5µ1 de la mezcla DNasa /DNApolímerasa. Dicha mezcla se 

homogenizó con una microcentrífuga y se incubó durante 60 minutos a 15"C. 

Transcurrido ese tiempo se detuvo la reacción de marcaje con un buffer 0.5M 

EDTA pH 8. Las sondas generadas se precipitaron con etanol-Acetato de Potasio 

y se resuspendieron con formamida desionizada. 
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Cultivo de sangre entera, aislamiento y fijación de linfocitos. 

Primeramente se heparinizó una jeringa y se tomaron 1 Oml de sangre de un 

donador adulto sano del sexo masculino. Se colocaron 15 gotas de sangre en 

tubos de 15 mi estériles que contenían 5ml de medio RPMl-1640 (Sigma R-4130) 

suplementado con 1-glutamina y aminoácidos no esenciales, agregando 200µ1 de 

Fitohemaglutinina en cada tubo y se incubaron a 37ºC durante 72 horas. Una hora 

antes de la cosecha se colocaron 250µ1 de Colcemid para arrestar en metafase a 

las células que se estuvieran dividiendo. 

Transcurrido el tiempo de incubación se centrifugaron los tubos a 1000 RPM 

durante 10 minutos para recuperar las células y se resuspendieron con una 

solución hipotónica de KCI 0.075 M manteniéndolas en esta solución durante 40 

minutos a 37º C para estallar a los eritrocitos. Las células se centrifugaron 

nuevamente a 1 000 RPM y se desechó el sobren ad ante con las membranas de 

los eritrocitos. Las células se lavaron dos veces más con fijador frío (metanol-ácido 

acético 3:1), centrifugando durante 10 minutos para eliminar completamente los 

residuos de eritrocitos. Después del último lavado las células fueron 

resuspendidas en 500µ1 de fijador. Finalmente se tomó una gota de esta 

suspensión y se colocó sobre una laminilla limpia previamente cubierta con 

sigmacote (de sigma) para adherir las células a la laminilla. 

Hibridación in situ fluorescente (FISH). 

Para evaluar la funcionalidad de las sondas de DNA generadas por nick 

translation, se realizaron ensayos de hibridación in situ en linfocitos de sangre 

periférica. La prueba de FISH se realizó de acuerdo a la metodología descrita en 

Current Protocols in molecular biology (2000) con algunas modificaciones. 
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Las laminillas se trataron con Proteinasa K 0.5µg/ml en 20mM Tris/2mM CaCl2 

durante 10 minutos a 37º c. enseguida se enjuagaron dos veces en PBS. Las 

laminillas se deshidrataron empleando una serie de alcoholes graduados 

70º,85º,96º y 100º, se desnaturalizó el DNA nuclear de los linfocitos colocando las 

laminillas en una solución 70% formamida en 2 X SSC durante 2 minutos a 70ºC. 

Nuevamente se deshidrataron las laminillas en alcoholes graduados 70º, 85º,96º y 

100º (dos minutos en cada uno a 4º C). 

La sonda que se generó por nick translation fue resuspendida en 10µ1 de 

formamida desionizada y 0.5µ1 de DNA de esperma de salmón y se desnaturalizó 

por calentamiento a 70º C durante 1 O minutos e inmediatamente después se enfrió 

en hielo. 

Se colocaron 100 ng de sonda con hibridisol VI de Oncor (50% formamida en 

2xSSC) sobre las laminillas, se cubrió con un cuadro de parafilm de 22 X 22mm. y 

la hibridación se realizó a 37ºC en una camara húmeda durante toda la noche. 
-,'' ¡ 

-••,, .".;i° •- 7-c' 

Al dla siguient~.'"s~}t:,.-rio'vi~ el parafilm y las laminillas se lavaron durante 15 

min. en 50% formamida/2 x SSC a 37º C y posteriormente se mantuvieron 15 

minutos en 2 x SSC a 37º C seguido de 15 minutos en 1 x SSC a temperatura 

ambiente. Las laminillas se incubaron en una solución Preblock (4 xSSC con 5% 

de leche en polvo sin grasa y 0.02% de acida de Sodio) durante 5 minutos, 

seguidos de una incubación de 45 minutos en oscuridad con solución detectora de 

Biotina (4 x SSC con 1% de BSA y 5µg/ml de Avidina acoplada a Fluoresceina). 

Las laminillas se lavaron secuencialmente durante 10 minutos en 4 x SSC, 4 x 

SSC con 0.1 % de Triton X-100, y 4 x SSC respectivamente. Para contrastar el 

DNA las laminillas se mantuvieron durante 5 minutos en 1µg/ml de yoduro de 

propidio en PBS. Se lavaron las laminillas brevemente en 1 x SSC, y finalmente se 

colocó sobre ellas 1 OµI de medio de montaje para fluorescencia antifade 

(Apéndice 4) , se cubrieron un cubreobjetos y se sellaron con esmalte para uñas 

transparente. 
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Las laminillas se examinaron en un microscopio de fluorescencia con un filtro 

de triple banda y posteriormente en un microscopio confocal. 

Análisis en el microscopio confocal. 

En principio, las laminillas se observaron con el objetivo 1 OX {Con un filtro de 

triple banda que permite detectar tanto la fluorescencia del Yoduro de Propidio 

como la de fluoresceina), para localizar las células con hibridación in situ. 

Una vez identificada la célula de interés, se cambió al objetivo de inmersión 

40X y se transfirió la imagen a una computadora para ser analizada con el 

programa Confocal Asistan! Sharp. Exe. Para hacer una reconstrucción de la 

célula en tercera dimensión, se hicieron cortes ópticos seriales a intervalos de 

1µm. 

RESULTADOS. 

Después del tratamiento con NaAs02 las células WRL-68 mostraron una 

viabilidad igual a 78%. El Arsenito de sodio en u.na concentración de 1 x 10·5 M 

indujo una proporción significativa de DPC in vitre. Los valores básales de DPC 

obtenidos en este trabajo fueron de 4.94% de DNA entrecruzado con proteinas. 

En las células tratadas con Arsenito de sodio la cantidad de entrecruzamientos se 

incrementó considerablemente hasta alcanzar un valor de 14.59% de DNA 

entrecruzado (tabla 1 ). 

!llilll!a! Fll:!Q!§:IJl~§:!?,ll! ílf!.t QNAlQlBllJ9!!!!.I FluQ.teSf;,f!.n!;.'{jf!. df!.I DNA §:n[re~~~ P2!9!num:: <!!/. 

~ DNA eat!l!:,a!Zfi!:~ JJ9á!lL QNA ~nu1u¡aa:1:22 

Control 1 602 541.250 159 26.777 4.94% 
Tratamiento con 1 628 550.0 475.6 80.240 14.59% 
NaAsO.r 

Tabla 1. Se estimaron las cantidades de DNA mediante fluorescencia empleando el tinte Hoechst 33258 (que 
se intercala en las regiones A-T del DNA ). Los valores de DNA se interpolaron en una recta establecida con 
valores de fluorescencia del tinte Hoechst en función de la concentración de DNA. 

40 



La precipitación de Jos DPC con KCl-SDS se basa en la fuerte afinidad que 

presenta el detergente SOS por las proteinas, no así por el DNA (Alberts et al., 

1996). 

Los valores de absorbancia obtenidos para esta prueba son A,.260189./ A>.2so 

117 = 1.61 lo que indica la presencia de restos de algunos otros ma~eriales 

(péptidos o aminoácidos) asociados al DNA. 

La lectura de Absorbancia a 260nm fue de 0.189; se sabe que una solución 

de DNA con una Unidad de Absorbancia tiene una concentración de 50 µg/ml, por 

lo tanto la lectura de Absorbancia indica una concentración de 9.45 µg/ml, este 

dato multiplicado por 200 (dilución de trabajo) nos da el valor de concentración 

final de la solución de DNA = 1.89µg/µI. 

En la figura 1 O se observan los tamaños del DNA en los distintos tiempos de 

digestión. Antes de la digestión con la endonucleasa Mbo 1 la mayoria de los 

fragmentos se encontraron en un rango mayor a 12 000 pb. (carril 2) Se puede 

apreciar que la digestión total ocurre a 'los 15 minutos después de iniciada la 

reacción (carril 4). La digestión total da como resultado fragmentos menores a 

3000pb. 
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FiJ.?,urn 10. Electroforesis en geles de Agarosa al l~o. seguidos de fluorescencia con Bromuro de Etidio de los 

seg.memos de DNA (extraído!-. de los DPCI en los distintos tiempos de digestión con la endonuclcasa de 

restricción Mbo 1. Los carriles corresponden a 1) Marc01dor de pe~o molecular de 1 Kb plus dc Gibco BRL. 11) 

DNA sin digerir. tiempo O de la rcacció·i. llJ)DNA digerido durante 1 O' se observa que h1 digestión no ha sido 

completada. IV) DNA diµcrido durante 15' se aprecia que la digestión se ha completado. VlDNA digerido 

:!O'. Vl)DNA digerido 30'. Los carrilc~ l \.'. V y VI mostraron un patrón de corrimiento similur. 
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Figura 11. Electroforesis en geles de Agarosa al 1 º/o. seguidos de fluorescencia con Bromuro de 

Et1dio de los segmentos de DNA (extraídos de los DPC) marcados con B1otma por el método de 

nick translation. Los carriles corresponden a 1) Marcador de peso molecular de 1 Kb plus de Gibco 

BRL. 11) DNA marcado. lll)DNA sin marcar. Se observa que después de la reacción de marcaje, el 

tamaño de los fragmentos se encuentra en un rango de 200 a 5000pb. Mientras que antes del 

marcaje el tamaño de los segmentos tiene un rango de 5000 a mas de 12 OOOpb. 
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Una vez marcado el DNA extraldo de los DPC, se corrió en un gel de Agarosa 

al 1% para verificar el tamaño de los fragmentos resultantes de la reacción de Nick 

Translation. Los fragmentos se encontraron en un rango de 200 a SOOOpb como se 

observa en la figura 11. 

En la prueba de FISH, se observaron señales de hibridación en núcleos 

interfásicos y en metafases, como se muestra en la figura 12. El análisis de las 

células se realizó con ayuda de un microscopio confocal haciendo una 

reconstrucción de la célula mediante cortes ópticos seriales. La detección de 

fragmentos específicos de ONA en células y tejidos por medio de hibridación 

molecular in situ es una técnica de alta especificidad. Con ella es posible detectar 

secuencias de ácidos nucleicos en el interior de las células y/o en extendidos de 

cromosomas metafásicos, agregando una secuencia de ácidos nucleicos marcada 

(sonda), sobre una preparación de células o tejidos y haciendo disponible la 

secuencia complementaria en ese material. es posible conocer la posición que 

ocupa ésta secuencia en el núcleo e incluso en los cromosomas (Segura et al., 

1997) 
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figura 12. Análisis confocal de núcleos de linfocitos humanos en interfase con hibridación 
in situ fluorescente (FISH) empleando sondas generadas por nick translation de los 
fragmentos de DNA extraidos de DPC. Los núcleos fueron teñidos con Yoduro de 
Propidio y la detección de Biotina se llevó a cabo utilizando Avidina acoplada a 
Fluoresceina. 
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figura 13. Análisis confocal de núcleos de linfocitos humanos en interfase con hibridación 
in situ fluorescente (FISH) empleando sondas generadas por nick transtation de los 
fragmentos de DNA extraidos de DPC. Los núcleos fueron teñidos con Yoduro de 
Propidio y la detección de Biotina se llevó a cabo utilizando Avidina acoplada a 
Fluoresceina. 
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figura 14. Análisis confocal de nUcleos de 1tnfoc1tos humanos en mterfase con h1bndac1on 
111 s1tu fluorescente (FISH) empleando sondas generadas por n1ck translat1on de los 
fragmentos de DNA extraidos de DPC Los núcleos fueron teñidos con Yoduro de 
Propid10 y la detección de B1ot1na se llevó a cabo utilizando Av1d1na acoplada a 
Fluoresceina 



figura 15. Anahsis confocal de núcleos de l1nfoc1tos humanos en interfase con h1bndac1ón 
111 situ fluorescente (FISH 1 empleando sondas generadas por mck translatwn de los 
fragmentos de DNA extraidos de DPC Los núcleos fueron teñidos con Yoduro de 
Propid10 y la detección de 81011na se llevó a cabo ut1l1zando Av1dma acoplada a 
Fluoresceina 
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DISCUSIÓN. 

Los DPC representan un tipo de daño genético cuyo significado biológico es 

· escaso y que han sido propuestos como biomarcadores en la estimación de 

riesgo por exposición a agentes carcinógenos como formaldehído y para algunos 

metales como el Arsénico {Ramírez et al., 2000). 

A pesar de los estudios enfocados en este tipo de daño. aun no se conoce la 

naturaleza química de los DPC. Es necesario conocer la naturaleza quimica de 

estos entrecruzamientos para entender las consecuencias biológicas que tienen 

en las células. Se sabe que la capacidad entrecruzadora de algunos metales, se 

debe a su reactivídad con las macromoléculas involucradas así como a la 

distancia a la que se encuentran de estas {Wedrychowsky et al., 1986). También 

se ha reportado que el Oxigeno derivado del H 2 02 y el radical superoxido 0 2 ·• en 

. presencia de iones metálicos de transición desencadenan la producción de 

radicales libres los cuales provocan entrecruzamientos entre DNA y proteínas 

{Singh, 2000). 

A pesar de que se desconoce el significado biológico de los entrecruzamientos, 

se han postulado diversos eventos que resultan de la formación de DPC. La 

formación de entrecruzamientos covalentes entre el DNA y las proteínas, puede 

·alterar la estructura de la cromatina, inhibir la expresión de algunos genes e 

impedir la replicación del DNA incrementándose así la cantidad de deleciones, que 

pueden dar origen a aberraciones cromosómicas y así generar células 

aneuploides mediante disrupciones en proteínas del citoesqueleto (Sugiyama et 

al., 1989 y Vega et al., 1995), debido a que tanto la replicación como la regulación 

de la expresión del DNA. depende de interacciones específicas transitorias entre 

el DNA y algunas proteínas, cuando existen proteínas unidas al DNA de manera 

permanente, obstruyen los sitios de unión de aquellas que participan en los 
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procesos de transferencia de información genética. Si estas lesiones no son 

reparadas, la presencia de protelnas unidas covalentemente al DNA puede actuar 

como una barrera para la maquinaria de replicación y transcripción del DNA y 

provocar deleciones (Costa M. 1993) 

Es dificil establecer la relación entre una lesión genética y un tumor. Sin 

embargo, se ha observado que pérdidas en el DNA pueden conducir a la 

formación de tumores. Deleciones en secuencias de DNA al igual que otros 

mecanismos como las mutaciones puntuales conducen a la inactivación de genes 

supresores de tumores como Rb y p53 (Weinbergr, 1991) y otros genes que 

mantienen adecuadamente el ciclo celular. 

Los DPC son un tipo de daño al DNA que puede ser usado no solamente como 

biomarcador de posible exposición a agentes entrecruzadores como el Arsénico, 

la presencia de este tipo de lesiones también puede ser un indicador temprano de 

riesgo para desarrollar cancer (Costa M. 1993). 

En el presente trabajo, se observó que el NaAs02 induce la formación de 

entrecruzamientos DNA-Proteinas (DPC) in vitre en las células WRL-68. Con 

estos resultados se puede afirmar que el Arsenito de Sodio induce DPC en 

células derivadas de hepatocitos humanos y la vinculación del DNA con proteínas 

que normalmente no se encuentran asociadas a él, se propician en presencia del 

NaAs02. 

El estudio de la capacidad inductora de DPC por agentes tóxicos como el 

Arsénico, provee de evidencias en la disección del significado biológico de este 

tipo de daño genético y ofrece una opción para el entendimiento de los efectos 

celulares del metal (Ramirez et al., 2000). 
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El porcentaje de DPC básales 4.9% observado en el presente estudio, puede 

explicarse, si consideramos que en el interior de las células se generan 

constantemente especies reactivas ya sea como producto del metabolismo celular 

o de la peroxidación lipidica. Se ha propuesto que las moléculas endógenas 

reactivas, son responsables de la formación de aductos DNA- Proteinas cuando 

las células no has sido expuestas a gentes genotóxicos externos. 

Tanto especies reactivas de oxigeno como aldehidos pueden inducir 

entrecruzamientos entre DNA y proteinas. A la luz de la continua formación 

intracelular de radicales de oxigeno y aldehídos asi como de su capacidad para 

producir entrecruzamientos es posible que los DPC sean formas relativamente 

abundantes de daño endógeno al DNA (Esterbauer, 1999). 

El valor de pureza del DNA extraido de los DPC fue de 1.61 lo que indica la 

presencia de restos de algunos otros materiales {péptidos o aminoácidos) 

asociados al DNA. La razón de absorbancias Au6o/Aueo se conoce para el 

nucleótido puro, tiene un valor de 1.8 para DNA puro. 

Entre las proteínas que se han encontrado presentes en los DPC se 

encuentran protefnas de matriz nuclear. lámina nuclear (A. 8 y C), algunas 

proteínas cromosomales y citoqueratinas (Wedrychowsky et a/., 1986). 

No hay reportes de las secuencias de DNA involucradas en los DPC ni del 

estado en que se encuentran dichas secuencias. En el presente trabajo 

observamos que el DNA se encuentra en buen estado y es funcional dado que 

puede ser digerido por enzimas de restricción que reconocen secuencias 

especificas ( en el caso de la endonucleasa Mbo 1, corta la hélice del DNA cuando 

encuentra la secuencia 5'- G A T C- 3'; 3'- C TA G -5'). 
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Además, este DNA puede marcarse con bases biotiniladas por el método de 

nick translation y las sondas asi generadas, ser utilizadas para la identificación de 

las secuencias involucradas en los DPC, mediante hibridación de ácidos 

nucleicos. 

La detección de fragmentos especificos de DNA en células y tejidos por medio 

de hibridación molecular in situ es una técnica de alta especificidad. Con ella es 

posible detectar secuencias de ácidos nucleicos en el interior de las células y/o en 

extendidos de cromosomas metafásicos. Agregando una secuencia de ácidos 

nucleicos marcada (sonda), sobre una preparación de células o tejidos y haciendo 

disponible la secuencia complementaria en ese material. es posible conocer la 

posición que ocupa ésta secuencia en el núcleo e incluso en los cromosomas 

(Segura M. 1997). 

La identificación mediante hibridación de ácidos nucleicos de las secuencias 

involucradas en los DPC, puede contribuir a mejorar el entendimiento de las 

implicaciones biológicas a las que conduce este tipo de daño . Si las secuencias 

de DNA entrecruzadas pertenecen a genes, se pensaría que los DPC interfieren 

en su expresión. Si las secuencias forman parte de los telómeros, los DPC 

podrian interferir en la segregación de los cromosomas en telofase. Si se 

identifican estas secuencias en micronúcleos , los entrecruzamientos podrian ser 

responsables de pérdidas de material genético. 
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CONCLUSIONES. 

En este trabajo se observó que el Arsenito de sodio {NaAs02 ) en una 

concentración de 1x 10·5 M es capaz de inducir DPC en la linea celular WRL-68 

derivada de hepatocitos humanos. Los DPC fueron aislados por precipitación 

selectiva con KCl-SDS. 

La prueba de digestión con la endonucleasa de restricción Mbo1 y la prueba 

de marcaje de DNA por nick translation demostraron que el DNA que se obtuvo 

de los DPC conserva su integridad. 

Las sondas generadas resultaron ser funcionales cuando se realizó el ensayo 

de FISH en linfocitos de sangre periférica. estas sondas hibridaron núcleos 

interfásicos y algunas metafases. 

El saber que se trata de DNA en buen estado. facilitará en gran medida el 

estudio de estas secuencias. para mejorar el entendimiento de las implicaciones 

biológicas a las que conduce este tipo de daño genético. 
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1.-Equipo y material. 

Balanza analltica. 

Baño María. 

APENDICES. 

Cámara de electroforesis horizontal. 

Campana de flujo laminar. 

Centrífuga. 

Criótubos. 

Espectrofotómetro. 

Fuente de poder. 

Homogenizador. 

Incubadora. 

Material de vidrio de uso rutinario en laboratorio. 

Micropipetas. 

Microcentrifuga refrigerada. 

Microscopio confocal. 

Microscopio de fluorescencia. 

Microscopio fotónico. 

Potenciómetro. 

2.-Material Biológico. 

Hepatocitos fetales humanos de la linea celular WRL-68. 

Suero fetal Bovino de Gíbco BRL. 

Anticuerpos: Penicilina y Estreptomicina de Gibco BRL. 

Endonucleasa de restricción Mbo 1 de Gibco BRL. 

Medio esencial DMEM para cultivo de células. 
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Aminoácidos no esenciales de Gibco BRL. 

Tripsina. 

DNA polimerasa 1 de Escherichia co/i. 

DNasa 1 (desoxirribonucleasa pancreática de bovino). 

Mezcla de Desoxinucleótidos Trifosfatados (dNTP). 

Desoxicitocina biotililada (Biotin-14-dCTP). 

Proteinasa K (PK). 

3.-Reactivos. 

Ácido Bórico. 

Agarosa. 

Albúmina (BSA). 

Arsenito de Sodio. 

Azul de Bromofenol. 

Bromuro de Etidio (EtBr). 

Cloruro de Potasio (KCL). 

Dodecil sulfato de sodio (SOS). 

DMSO. 

EDTA. 

Glycerol. 

PMSF. 

Tris-HCI. 

Xilen- cianol. 

4.-Soluciones. 

Para la técnica de precipitación de complejos: 

Solución A: SDS2%, PMSF 1mM, Tris-HCI 20mM. Ajustar a pH 7.5 

Solución B: KCI 200mM, Tris-HCI 20mM. Ajustar a pH 7.5 
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Solución C: KCI 100mM, Tris-HCI 20mM. Ajustar a pH 7.5 

Solución O: KCI 100mM, Tris-HCI 20mM, EDTA 10mM. Ajustar a pH 7.5 

Solución Preblock: 5% leche en polvo libre de grasa, 0.02% de acida de Sodio en 

4XSSC. 

Solución para detectar Biotina: Diluir Fluorescein-avidin 2µg/ml en 4X SSC/1 % 

(WN) de Albúmina (BSA). 

Medio de montaje para fluorescencia (Antifade): Disolver 0.233 g de 1,4-

diazobicyclo- (2.2.2) octano (sigma; 0.21 M final) en 800µ1 de H 20 y agregar 200µ1 

de 1M tris- CI, pH 8.0 (0.02M final) más 9 mi de glicerol (Almacenar en oscuridad a 

-20ºC). 

Solución de Yoduro de propidio para teñir DNA: Solución Stock - Disolver 1 mg 

de Yoduro de Propidio en 10ml de H 20 estéril (0.15mM final). Solución de Trabajo­

Disolver la solución Stock 1/1000 en PBS. 

5.-Buffers. 

Buffer TBE (Solución stock 10X): Tris base 89mM, ácido bórico 89mM, EDTA 

2mM. ajustar a pH 8.0 

Buffer PBS (Solución stock 10X): NaCI 137mM. KCI 2.7mM, Na2HP04.7H20 

4.3mM, KH2P04 1.4mM, ajustar a pH 7 .3 

Buffer SSC (Solución stock 20X): NaCI 3M, Na3citrato-2H2 0 0.3M, ajustar pH 7.0 
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