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l. Resumen 

Las deficiencias en ácido fálico y mctionina, do~ c9mpone11tes. fu11dm11entales en el 

metabolismo de Josg~pos. metilo, correlacionan. C.P'1.~n~_i11~~7~~nt~;fo'.;1R~ rompimientos 

::m::o•:,:~:;:i\~~:~:~i~:· (:::)~•:•:~:¡d¡i;,~itJ~~~~~!~'~:,::.:::~:: 
xenobiúticos, como el arsénico, reducen Jos 11i\1é1Cs cb}tllaí;cs de SAf\11; lo cual puede alterar 

' . • -" : - ·., ~-. :- i··· ' ... : .. - .', '. '·.. ·'.', '" " ' -

algunos procesos de metilación (e.g. metilubió11:d~fbl'iA)'. Ef-~i.;j~tivo del presente trabajo 
_. - --~·~ ._ ., '.; __ - . ., .· - .. \ -. '- <'- ,,'_.. ' 

fue analizar los efectos de Ja administrm:ión de SAMisobrc Ja frecuencia de micronúcleos 
' : - - - . . . ~ . . . 

(MN) i1iducida por el arsenito de soclio en linfo6itos J1u1nayi~~. tm~ados in vil ro e investigar 
-';, 

si estos efectos estaban relacionados con Ju n1etila~ión;CieFDNA:i:Los resultados mostraron 
. . . . ' ... -- " .. --~ ·-- ,.. '.::,/ - . -

una reducción en la frecuencia de MN en, los cultivgs ~Ú!ltÜ~c:l~:con arsenito de sodio y 

SAM, comparado con la mostrada por aqucllas'células trtjfrid~s Í1ricamentc con arsenito de 

sodio. Para ~ntender el mecanismo por el cual SAM rcidú]~ 'el número de células 

micronucleadas, se analizó su efecto sobre. la freci1encia indÚci~a por otros xcnobióticos. 
. . 

Los resúlta<los mostraron que SAM no alteró Ja frccÚenda,dc.MN causada por agentes 

a]quilanles (milomicina C O ~iS))Jatino) ni por cón1pllesJps;~e~~fu~tiJanles (5-azacitidina, 

hidrnlucina, ctionina y procainamida), .Sin ei~1lmrgo, s.Á,,rvi:di~Jiil~~~ó el número de células 
. : ·.,... , r.~·; ~'·"~'.f:):> .:'-

los microtúbulos (sulfóxido de albei1dazóJ.)• ci91c6i~icl); '!f;i11ipoco se observaron cambios 
,' ·.. ·:.--.º· .. -~~~.'~.'/J~l~-~~·:··-~-~:¡;~::;:1:>-':I:~-

signilicativos en el estado' global de mctilació'i~ ci6I'DNA. Considerando el hecho de que 

tanto el sulfóxido de albendazol como el colcemid inhiben la polimerización de los 

microtúbulos, se decidió evaluar el efecto de SAM en la integridad de los microtúbulos. 

Los resultados obtenidos sugieren que los efectos positivos de SAl'Vl pueden ser debidos a 

su capncida<l de proteger los microtúbulns por un mecanismo aún poco conocido. 
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2. Introducción 

Los xcnobióticos y el daño al DNA 

Los seres humunus estamos expuestos a diversos tipos de agentes que normalmente no se 

encuentran en nuestro cuerpo a los que se conoce como xenobióticos. La naturaleza de 

estos agentes puede se(química, física o biológica, y sus efectos en cLc:irganismo dependen 

del tipo de inter~cción que establezcan con las diferentes mol.éculas que componen al 

cuerpo humano. Existen algunos agentes xenobióticos que son caP,'.aces de inducir daño al 

DNA directa o indirectamente. Aquellos que interaecionii,n • dii~c[ninentc con el DNA, 

también llamados genotóxicos, establecen uniones · cóval~nt~~ gb11;;esta ·· maeromolécula 
' . ' • .. ,, ... :·>p,:-'.'.::~;./;::.:;·;~~<,.J;C, ::.·, 

provocando alteraciones estructurales en la doble héliCe que:pucici~~ J~igi11ar rompimientos 

o mutaciones (Gebhart y Arútyunyan, 1991 ). El ctil.:mctaho-sulfonato, la milomicina-C, el 
' . ' 

psoralcno, y, el cisplatino soif alguÍ1os ejemplos de agentes gcnotóxicos (Gcbhart y 

Arutyunyun, 1991 ). Sin embargo, 9tros compuestos como el taxol, el nocodazol y el 

dictilcstilbcstrol, a pesar de no interactuar directamente con el DNA pueden causar dafío 

genético y cambios en la expre~ión gé11ica a tfovés de la producción de radicales libres o de 

alteraciones en otras estructuras celulares conÚl cLhuso mitótico, proteínas que controlan la 

prt,lifcración celular y la transdu~CiÓn;8e ·~p:fir1lcs (Gc.bhart y Arutyunyan, 1991; Trouba el 

al., 2000). Otro mecanisn10 ipor•~i,cJli fos, ~(!nb'bi6ticos pueden mo<li 11car la expresión 
: .";:_ ,\ . - . '.~;·· . . ~ . . . ' " 

génica, conocido desde ha~e .¡11~~.cf~ SQ. ~fiéis pero ·que· sólo ha nc.lquirido interés 

recientemente, es In inducción de cmübios en los patrones de metilación de diversas 

moléculas (Poirier, 1994). 

La mctilación es un proceso durante el cual se donnn grupos metilo a moléculas como 

:'leidos nucleicos, proteínas y Iípidos (Lu, 2000). Un incremento en la mctilaciún tic la 



cilosina en los dinuéleótidos CpG, parlkulurmenle en las regiones promolorus. 5' de los 

genes de nrnmlfcéos,i1.gcn.eruimcl1t¿. se u:;odn con una clismi1~uC:ió1l·~11Ú~·~~pi~sión •génica 
, ,., ·; :~, ·•• r ,_: .• ~ ·._; : .' 

(Jon" y L~if<l;J~Qef¡,f~Ciual.~cñie se sabe. q~~ lui":?l~mciorlesfi>~(¡~s; ~airones .de 

111c l i lució 11 ··~~if k~~[~;_'.,:¡s·,;'.~l~las·.de · .~1.1a111 í fero~ .. ·J i1egmlu1~.-·P~1;e1J •. ;~1~lrJY~·~ •.la •:x pre si ó11 

génica especffica·<l6'•t~Jici~~;"~~ícorl16'cnproecsos ·fisiólógicos~61U'b~e!ciltcjccimic1úo y en 
'"-:;:·"'"_r~~~\--~~;~~:::_:·· -~~-_,---. :·,-... ,,-~,. ... - .,: ' .- -.· '. --~·-º.--·;· ·-7;_'-r-~ --·, .-- -.---:- · . -

In cnrcinogéncsis "(P~iii~~ •. 1994). Las modificaciones post-lransc1·i))ciohalcs en las 

proteínas, como la metilaéión, pueden alterar la orientación eslérica, la carga y la 

hidrofobicidad de la proteí~a (Ghosh el al., 1990). Estudios recientes acerca de la función 

de la melilación de las proteínas han mostrado que este proceso c011tribuye a la 

estabilización de estas macromoléculas cuando la célula enfrenta una sittÍliclón ele estrés 

(Ladino y O' Connor, 1992; Wang et al., i 992.). Por- otr~ • !~do? la:. mctilació11 de los 
. ' . . .: ) ·, ; ' : . ·, .~ .. · .: ' . . ; ,' . .·' . . 

crucial para el rnantenimieúto de la íluid~z·dcja-111~;11b1;aná, y por lo tanto para la 

regulución ~e la traducción de señales, el t;·m1sport~ ct6 ~Ólci~ y .la activación de otras 

moléculas (Turchetti et al., 2000). Las reacciones de mclilaÚÓl1 son'catalizaclas por enzimas 
- . ' ... : .. ·:· .. ¡.: ...... . 

lrnnsmctilasas específicas para cada tipo de molécula bjaned, ~fn embargo, hasta el 

momento sólo se conoce un donador ele grupos metilo: la S-adehosil-L-mclionina (SAM). 

;,Qué es la S-adcnosil-L-mctionina? 

La S-mlenosil-L-mctionina es la molécula donadora de grnpos metilo, descrita por primera 

vez en 1953 (Canloni, 1953). Se le considera como el scgumlo cofaclor nuís importante 

después del A TP, ya que participa en diversos procesos bioquímicos, como la 

lransmetilación, la transulfuración y la nminopropilación. En mamíferos es produciua en el 
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citoplasma de todas las células, pero son lo's hcpatocitos los que generan mús del 70 % del 

S/\M en el organismo (Lu, 2000). La biosf11tcisis:de SAM requiere del grupo adenosilo del 

ATP )' de, la metionina como molécü_In'.iiceptoi·ri. ·SL bien SAM . se utiliza en diversos 
· · -- -- --- - -~~z-- ::.:t ·- · - · · -· ' 

procesos bioquímicos, son los de tr~~~~J.~~ctlla~:l~11!i~~(1~s que ,sc<c~~~sllme la mayor 

propmción de º''" molécula; P°' lo,qJa~;,,~~¡~§·N,q~~ s~~J~~¡~J,:~ró¡i'fo1pO<taneia en 

la regulación de la expresión gé11ica, la eslitbil!~a~i?11C<lC,:.PI9t.e@1s ·Y la comunicación 
>·· . ->. -- -:· <:<):. -::_.;: .·. __ ::::~'~'.~----?::'. ,!-"/,~\~·::~>:. /--~-~.,::~:-- ~-~~--~'·_?~ .. -:·: '.·- ~ 

celular al donar su grupo métllo Y.ª sea~~( QNÍ\¡ pÍ·bt~íi1a~·hi'~:~6ii~s··b10 histonas y a ciertos 
·- ·. ·>:._:- . . -·::,'···¡\~Y:<·(:~· .. :-·; . >---~-,"'" ';"--, 

fosfolípidos de membrana (Clliallg ~t <ÍI,, LQ9G;+tí, 2QQÓ)ij~tiqa laimportancia de SAM en 

divcrnos procesos celulares, las defiqie11cia~ c;test~ 1W61ci~~f~s~han asociado al desarrollo 
- ,·',,, ',To',> >,·. :.>• .,, -; -·: _ ';··--.;, -; __ -_, •,•"; O•' ': '" 

de enfermedades neurológicas, hepútica~ y cáJi9~f, ~s Bbr ,gso qt1c se ha utilizado en el 
'.. ;'.~~ .,.. ' ... 

tratamiento de algunos de.estos málcs.:Al:sf\Mselc:11rii1;~cljtíélicado propiedades como 

""tidepre'i vo, unli-ortdtie~, odemá• de /,e,'( ,¡[¡¡¡~~¿,,.J¡n¿ ie<liemflento contra In 

colcstusis, cirrosis hepática, · mig;aña. y •fibrb11{~~1fil~)[~Ii;iJl1~f~~;;~iF.'199G; Fetrow y A vi la, 
· .. ·'·;:·:.~- ;};~~·::_:·: t:._~, 

2001 ). En Europa se ha utilizado desde los ~flbs'GÓ's:.páfo eltrataínicnto de la depresión. 

Además se le ha considerado como uno de los 25 suplementos alimenticios más 

importantes (Fetrow y A vi la, 2001 ). 

El desculJrimicnto de SAM, un poco de historia. 

La S-adcnosil-L-mctionina fue descubierta hace 50 años (Cantoni, 1953). La historia 

comenzó en 1942 cuando se demostró que in vi11u la nicotinamida era mctiluda y excretada 

como N'-metilnicotinarnida (Handlcr y Dann, 1942) y años más tarde cuando se rcpm1ú 

que la síntesis de creatinina en homogcnizados de hígado requería de ácido adinílico, 

oxígeno y de un sustrato oxidable (Boi·sook y Dubnofl~ 194 7). Sin e111bargo, no fue sino 

hasta 1949 cuando Guilio Cantoni, quien se enco11traba realizando su v:;tancia posdoctoral 
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en Chicago, decidió demo·strar que estos dos eventos, que hasta el momento parecían 
' ' 

aislados, estaban en realidad relacionados, por JO ,qZic,disciló un experimento que demostró 
: . . : , .. ~-; ' ~ ' ·. · ..... 

que el homogenizado de hígado suplc1~1el1ti1l!o;,~on{\I~ymetioninaera capa~ de convertir 

:~:":.e::~~~~~:· ::.:~~;:~t~::~~~¡;;J~~i~i;~jjJj~~g;~;z:.:c::::::.:·: 
donador universal de los grupos 'm'etilo, SÁl'vÍ;' CCl111o','éJ'h1is1Tlo cita cri la sexta reunión 

·. - . . ' ¡ ~ . . ,: .-., • . _,_ •.. ' - .• - . ¡,.' . ~· . .. . '· ' 

sobre S-adenosil-L~metionina: " ... ;lfortu11adalilé11J~, ei(¿~lecí eh wi 1m1.v corto tiempo que 

la metionina y el ATP reaccionaban para fimnar un compuesto al que fe llamé metionina 
' ' 

activa (active methionine,' AMe), la cual era capaz de trans,(erir .. 1·11 grupo metilo, a la 

nicotinamida o al ácido guaiíidoacético y formar N'-111etilnicoiincu11ida o, creatilÍina, en 

ausencia de Á·TP," (Canlrn1i; 1977). 

Los primeros diez años ( 1951.., 1961) del estudió de AMe~ más larde conocido ~omo SAM, 
.' - . . . ' , ... ' ' .'" ' ' 

se dedicaron básicamente al entendimiento de '1~ bioquín1ica de su síntesis (Cantoni, 1956) 

y a los mecanismos y cinética enzimáticáde la~ rcaccioile~ de transrhctilación en moléculas 

pequcilas (Cantoni, 1960). Además fue tgmbiéridurante este período cuando se descubrió tu 

dcscarboxilución enzimática de SAM y su papel en fa formación de poliaminas (Tabor el 

al., 1961 ). En los años 60's se abrió la posibilidad de que SAM se utilizara en una amplia 

gama de funciones celulares cuando se demostró que el gwpo metilo de SAM también 

podía ser transferido al ácido graso ciclopropano, lo cual permilfa pe11sar en Ja mctilación 

de fosfolípidos, hecho que se corroboró con los experimentos de Brcmmer y Oreenberg 

( 1961 ), además se descubrió el papel fundamental de Ja me ti ladón en las modifa:acioncs 

post-transcripeionales del RNA y otros polinucléotidos (llnrek y Srinivasa, 1965). 

También, durante esfl: periodo se descubrió la metilación de proteínas (Paik et al, 1975) y 
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se concibió como una visión integral que el proceso de transulfuración va de la mano con el 

proceso de transmetilación, ya que Ju generación de glutatión a partfr de la .hofl}odstch~a 
, , 

(HC) necesita. que SAMJmya donado su grupo metilo durante la trrinsrnetilacioil, y así 

generar S-adenosil~homocistcína (SAH); para posteriormente con~crtirs~',;!~n' HC y 

linalmct'ltC esta e~-cisteíri'a,~iino de Jos tres aminoácidos que conforman_ la mOlécula de 
. •'' ·- , · .. - ·:--·. ,''.- '-

glutatiún (Lasfor~lal.,1964f 

A lo largo de_ estos IO'"IS años la mayoría d1.: ias investigaciones se ocupaban del 
' . ' . -. ' . . - ' 

descubrimie11l(),;de_ Ja. gran variedad de. rcaccicmes ·de transmctilación en las cuales SAM 
. . ·. ., 

estaba involucrada, .dejanclo de lado la importancia biológica de estos eventos. Fue hasta 

197 J, que eltrabajb,de Axelrod abrió el camino para otras investigaciones en la correlación 

de los procesos biológicos, ya que demostró qu~ ·ciertas catecolaminas requieren de lu 
. . . . -

mctilución para tener función bibtógica .·diferencial, como lo que sucede con la 

norepincfrina, la cual reqllierc Ae Ii1_ 11?eWación.pára poder convertirse en cpinefrina 
--,~- . _-:_ .! 

(Axclrod, 1971; Hiratá y.·:A~elródifI9~-Q).;:Adúaliúente se ha elucidado la importancia 
·,::-:!.: ·::,:\. ·'·: '.'' -· 

biológica de varios(pró2es6§ Jci:ri'.í~tfrriéiÓí'i,.'sidfü6'.d11o'cle los· más relevantes la metilación 
; - :·:· .-.~- .·· '.~?:'~'::::J.bJ-::·;_ 3:;::i~;;· . t:f'' ::~~;,:-: :;:::~ > ',· -~;_'". '~:: ;.'.:~~' i:5t~/ .,/:"". :_ ;'::··.-·· .·~ , .. :· ' 

del DNA, un mecarifsnio·~t: dÜhtrÓffd(Ia 'eA!Jtdiió.rl gé11ica como se verá más adelante. 
'." ~· ·'.. ·'" ,:::·:"' •. , . : •. . • , .. • :::_.·: ~ L ·•,. :· ·' .... 

Además se ha obsérv'ridó qtie debido ala multÍjJiiéidrld de eventos en los cuales SATvl puede 

participar, las deficiencias o alteraciones en su metabolismo pueden asociarse al desarrollo 

de distintas enfermedades (Lu, 2000). 

La estructura química de SAM 
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presencia del átomo de azufre de alta cncrg!n, el cual activa a cada uno de los átomos ele 
- . . . -

carl>ono ·que lo circündan ~Morana el al., 2000) .. La esfrÜcttlra qllímica ·de SAM consiste 

búsicmnente de la metionit1a .~ni da ~L adcnosil() deLAJP (Figura 1 ), . reacción que se lleva 

acabo por la mctionina ~d~1~osil transfcrasa (rvlAT) .• EIJJra~ip¡I problenm de esta molécula 
-· ' -- . ' .. ' - ' ,,,, 

es su alla inestabilid~dafoln~~ratüra ambicrilc' ~'¡)of ~~f~~'.·d~~~iíri', a pJ-inet,1tro o alcalino, 
' .j'·\' - -,,- •. «_ -;_'i. -

por lo cual se han. creado; las. sales sulfatadas y 'cloradas;foü~ ~6ri)i~uy cstubl~s en. estas 
,, -·t:" -<~· ·~·.;_.{-_f·-·,' _:~;-. '· 

condiciones, siendo la sal sulfatada la más csluble y la quci sc'ÚtÜiz~(e11)a clínica (Fiecchi, 

1976). 

Figura 1- Estructura química de la S-adcnosil-L-mctionina. 

Síntesis y dc~radación 

SA 1\ l se sintetiza en el citoplasma de todas las células. En los mamíferos son los 

hcpatocitos los que juegan el papel central en el mantenimiento de los nÍ\'eles de SAM, 

siendo el hígado el órgano de mayor síntesis y degradación e.le esta molécula (Lu, 2000). En 

él, la síntesis de SAM representa Ja rula metabólica preferencial de la rrn:lionina ya que más 

de la mitad de In metionina producida por el organismo es convertilb en SAM. La rnzima 

rcsponsuble de la formación de SAM es la MAT, la cual utiliza ni A'l I' como domrdor y a la 
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. . 

metionina como substrato. En esta reacción, el adenosilo del ATP es transferido a la 

metionina, formando un ión sulfonio de ulta ene~~ia;~ue~fáeÜm~n¡e pued~ transferir. el 

grupo metilo que posee. Esta reacción es poco~do~~~u~';ci~·~I se1:tidb de que eFátomo de 
~. . ·- . _.- - - : . : - ' 

azufre nuclefilico de la metionina ataca el carbono 5' de la porción de la ribosa del ATP, 

liberando tri fosfato, en lugar de atacar a uno de los átomos de fósforo, al tiempo que se 

forma SAM, el trifosfato se corta en Pi y I'Pi y posteriormente el PPi es escindido por la 

pirofosfato inorgánico hidrolasa. Una vez que se ha fol·mado SAM, este puede pmticipar en 

dus rutas metabólicas, la de descarboxilación o la de transmclilación que conlleva a la de 

transulfurnción y a la regeneración de la mctionina al entrar al. ciclo de los grupos metilo 

(Lu, 2000). 

En la rntn de la descarboxilat:ión, SAM es una inolécula esencial para la formación de las 

poliaminas, espermina Yiesp~rn1idt9a ya qüc es el único donaclor de gmpos aminopropilo, 

los cuales son añadidos seci1é116ihll~1chfo ¡{Ja putrcsitia, procesó que se lleva acabo por la 
- - - ( ... , .. ,.,. ,_,. - ' •' ~ . . - -

dcscarboxilaeión de SAMr EA e:ste tipo de reacciones, SAM es convertido a SAM 

dcscarboxilado que da lugar a la mctiltionadenosina (Pigura 2). Bajo condiciones normales, 

esta ruta metabólica gasta no más de 5% del SAM producido al día. Sin embargo, esta 

puc<lc inducirse bajo condiciones en lus cuales se incrementen los requerimientos en las 

poliaminns, como en la regeneración hepútica y en los procesos de hepatocarcinogénesis 

temprana (Chiang et al, 1996; Lu, 2000). 
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+ S -ADENOSINA 
1 
CH3 

SPJvI descarboxilado 

. PUTRESINA 

~N_;(CH2)4-NH3 
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~ ESPERMIDil·IA 
/ 1·1 .. a·1:_(~12)3-HH -(CH2)4-NH3 

® t-CH3 -S -11fulli:@!Th] 

ESPEPJvl!MA 
H3N--(CH:!)'"!-HH -(GH'2)'1-NH-(CH2)3-Nl!3 

(!) Propilaminotrasnferasa I 

@ Propilaminotrasnferasa II 

Figura 2- Formación de polimninas a pnrtir de SAM descm·boxilado. 

Por otra parle, SAM es utilizado casi L'n un 85% en los procesos ele trnnsmetilación 

(Fi11kcl:;tci11 y Martin, 2000 y Mudd y Poolc, 1975). En estas reacciones, SAM dona su 

grnpo metilo a una gran variedad de acepton::s, una vez que ha donado su grupo metilo, se 

forma St\H, la cual posteriormente es hidrolizada en HC y esta a su vez puede seguir dos 

rulas de degradación, una de elias es la fommción de cislulión y posteriormente de glututión 
'· ,. ',.. ·:.. . 

y así involucrar a SArvt, ~11 J~s procesos de transulfuración .. La, otra ruta. consiste· en la 

n.:gL·neración de meiioniha y i~inkiar el ciclo de los grupos ;nelilo (Figura 3). Cuaiidu tus 

corn.:e11lracioncs de SAM son elevadas, la HC se utilizac1i.Ja vía Ge trailsulfuración. J>or el 

contrario, cuando se tienen niveles bajos de melioninn y por tanto concentraciones bqjns de 

SAl'Vl, la HC en vez de seguir la rula a la formación de cisleína, es dirigida al ciclo de 

mctilación para regenerar la metionina por In acción de la rnclionina-sinti.:tnsa, siendo In 
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vitamina 13 12 un cofactor de Ja reacción y el metiltelrnhidrofolato (MTllF), la molécula 

donadora del grupo metilo (Boulander-Gouaillc, 1999). 

Sii 

+ ~ 
H3N-C(-CH2-CI 12-COO -

coo· 

• ?112 
1-1 3 r.i-~:·· con 

1-1 

Glu 
ATP --....~ Cys 

"\ y-Gll/T AMIL·Cl6TEIN· 
SINTETASA 

ADP + P¡ ... 

:¡;11 

, ~I l/ C¡H2 
HaN-i;:-:cH2-CH2-C-N-c;:-coo. 

coa- 11 11 

Gly, ATP --~ . 
GLl/TATION 
SINTHAM 

ADP+.P¡ ... / 

Sii 
• l¡I ?, ~:11,. )/ 

HaN-C-CH2-Cl·lz-G-· N-C-·G-N-CHcCOO -
COO- fl 1

1
1 H 

Figura 3- Forn1ación tic glutatiún. 

La conversión de HC en metionina puede estar bloqueada en algunas cnli.:rmcdades raras, 

como dclcclos genéticos en mctioninn sintetusn (l'vlS) y l\'ITHP reductasa. Tales pacientes 

tklll:n niveles elevados de HC, niveles bajo8 cu mctionina, síntomas neurológicos y retraso 

mL·ntnl, así como enfermedades cardiovasct.ilan.:s. /\demús de mostrar des111idi11izaciú11 dc 

los nervios y reducción de los nivcks de SAM en liquido ccfalorruquldeo. Otra 

con:;cl'.Ucnciu de este bloqueo es la reducción del reciclado <le MTHF d1.:ntro de la reserva 

de IUlatos activos, disminuyéndose así l;1 limnaci{111 de letrahidrofolalo, esencial para la 
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síntesis de purinas. Aunque el tctrahidrofoluto puede transportar un grupo metilo .en Nº5
, el 

potencial de transfcrenci~. de ·su; gl'UJJO metilo• es insuficiente par~. lumaym· parle tic 
' • ' • r -- - . . • l ~ . ·.. : . . . ·. . - -' , . . . • 

reacciones biosintéticas, acl;m{~s r.Je qt1e este. grupo metilo es ~111as' J ,opd \reces menos 

reactivo que el grupo ~~ciilo'•\le>~~·~,r: es ¡mr eso que SAM. es Uti 1 izado con mayor 

frecuencia para la tra!lsfei·c1'1cia'de lc)s gl'i1pos n1eti lo· (Lu, 2000). 

MAT y la síntesis dé SAM 

La enzima MAT eataliza la síntesis de SJ\M a partir de L-melionina y e.l J\TP (Cantoni, 
' ' 

1977; Mudd, 1973), y se e~cuentra .en todos Jos organismosvivicnt~s,,i11clu)1cndo las 
- , . - ·. ··: . . •'.. / "._--· ... ,.. .. -· ':· .--

, ·: -/: ·';. ! - _,, -, :·;i• -- ~ 

arqucobacterias termófilas, plantas, levaduras .y mümíferos (Ta~ofy TaG()r,:)984; kotby 
' .. ·',. .. ·-·, ..... " ·:--; .. ·. ---

isoformas que se encuentran presentes únicnn1ente en el I1igdiló; un~ e~ Úri. tetrúmern (MAT 

l) y la otra un dímero (MATIII). El segundo gen; MA T2A, se ~xpresa en lá mayoría de los 

Órganos, COnl() ccfre~fo;.°~rlftÓn; teslÍCUk•S, l3allgre (Jinfocil{);); hígado fct~! ,)' en bttja 

proporción en.él IifgadC>.Üiaduro, y codifica para lásubunidad catalítica a2:de la IvIATII, ya ,- .. , __ :· .. . ·: . :·~r· _ .. ,- .. -. . .· . . , .. , .. _: ·-·. ..,:_, 
¡·;-:_. 

que la subunidad >regtÍlad,ora· f3 está codilicuda. por un tercer gen. Esta es Ju~IAT que ha .· ·, ., .. ,,.:. : - ·- '' .· ' 

sido estudiada. en eritrocitos, lii1focitos de humano; así como en cerebro de bovino. La - ..... ,- ' . 

nomenclatura para designarlas se basó en la hidrnfobicidad creciente de las enzimas al ser 

cluídas en columnas de fenil-scfarosa. M1\T I, Il y Il1 poseen distintas propiedades 

cinéticas paru la mclionina y el ATJ> y eslim reguladas dilcrencialmentc por SAM. lv1AT 

111, que 1.·s Ja isoforma más abundante en el hígndo, es activada por SAl'vl. Tanto la actividad 

de !VIA T 1 y III están marcadmncnte reducidas por agentes sul fídrilns. La actividad de 
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MA T 11 no es inhibida por agentes sulli<lrilo. Los dos genes de la MAT hu1mum (hMAT), 

l1r, 1/\T1 Ay .h~AT2A~:ys~~~orrespondicntcs .cDNAs •. hun sido ai~lados'.y·caracteriz•adós ·· 

(l lo•ikowo ·~ .. '.4~lí~J~11~~J~~(;f;'~~i~;]'.'."\;;¡l~~:[~~*~~~~~~l~~l&Í~i~~;lo •J al., 
2002). El ge11d1M;,<\ Tl'Nise\expresa:principalmcntc .. en .CJJiígado; .c:on\1cnc·.9.·exones .. Y~ se 

.. - ,,.','~J.: ·'·-~::. ·'·(1(~::_ :··: .('' '.e··· ·- --- ,7·' .. ;\: ,· - ~: .=: .. . · ,···.-.' .. ·:- ,. :._,; .,._ ,.:::-·:··: ~ ·. c-'~--:'°"'.J:·,~ . '[:\:.:)- '.,:-y·,-·::··:-::/;'_ . :~ '< ' "1 ': -. -· .. -

'º'"''"º"•'.ª!~~~ll~i~iJ}~~¡fti~~ft>!\~l"~~;~f ~~l·f íWf kl~t;cg'* •0~1nca ·'ª 
suhunidnd crittjHtié,ai'éi2;is~fü):cali~a:~1f lá;rcgió1f!pl.l.2'del.:c:1'.0111ó,sofüá 2 (J?c la .Rosa .et al., ·.. < '' ~~(}:r;;; ~;~~Í;~~~::j¡t;,k~t;,;;~; ~?: : ,: ~ ' .. ·.. .• '. ' '''; ' ; ~; ,''' > ' • ..... . .· ·.· .· .. 

1995). Se ha .pred1Clib,c¡ue'Jas:silbuniclodcs a1 y ci'.{C!~ f~·~:fiM.f1'(1 ~:·fi~,JA.T2¡\ son 

poi ipépli~o' d~[i~,~~¡~~~~i~J;';11odka,~a y 'r,u.iloka, ·•· \ 9~\; ti~9ii ,{¡v~~i ot ··ti[.; .199,3; 
Ubagai et aI., JQCJ~), ,¿C>ri.~nriidentidad del 84%. Ad0nií1s d~ 1ri,éxprG~ió.h ¡¡¡,rc;·enciafde 

ambas proteínas en los ¡ejidos normnks, esta se encue1~tra alteniélu c11~los tumores 

hepfüicos, siendo a1 niareaclamente menos expresada (Abe y Tslikrida, 1981; Cai et aL, 

1998). De In misma manera, Ja estimulm.:ión de linfocitos T induce lub:úa rcglilm.:ión de las 
' : ~ .· . . . . .. - '.. ' 

subrntidades cx.2/a2~ y af mismo tiempo la represión de la sub1.midad 13, Lris yariaciohcs en Ja 

expresión de MAT:l(áfes~,a l?!l'11ivCles·.intrncclulures' de· S1\~JDeJáJ~¿sa: et ~t., 1.992; 

Oerman et al., 'I 9lfa;~:l\,1~t,b- ~t ~L, 1994; Cai eLal.~ 1996~ '..f~rt;es; et; ai\ 2000) y esto 
., 

probabh:ment? Üene un efecto en el 11í1mcro tic rcuccioncs''bÍ~lógicas qtic involucran a 

SMvl (lkrshfield y Kedrich, 1980). 

lnhibidorcs de SAM 

Existen inhibidores naturales y sintéticos de SAM, ente los cuales SAI-J es uno cJe los más 

pokntcs compitiendo con SAM por las rcucciones de tranmnctilación. Tanto un Íl1crcmento 

en los niveles de SAH como un decremento en los niveles de SAM o en la ¡-:roporción 

S1\ M/S1\l I inhiben los procesos de tramm1l'lilació11. Por esta razón, la bi1>lr;i11sf.irmación 
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rápida de SAH en el organismo es un pa!>o determinante, no solo para los procesos de 

transmclilación; sino e para la restauración di.:! ciclo de los grupos metilo. La reacción que 

convierte el SAH.a I:IC y adenosina es reversible y es catalizada por la SAH hidrolasa. In 

vil'o, la reacción procede en la dirección dc hiurólisis sólo si el producto, la adcnosina y la 

HC son biolransformados rápidamente (Boulu11dcr-Gouuillc, 1999; Jiinkclstein y Martín, 

2000). 

Otro de los inhibidores más importantes de SAM es el compuesto sintl.!tico, etionina. La 

eticni11u es un antimetabolito hepatocarcinogénico de la mctlonina (Hoovcr el ni., 1986). Se . . . - - . ,· - . . . 
. .. . . ·. . ' '. ~. . . 

ha reportado que produce hipometilación del DNA hcp~tico c11i:atas alinie.ntudus con dosis 

elevadas de este co1npucsto (Cox e Irving, 1977). Lu l1ipom~tiJaGióila1 ~Jm·ecer·rcsulta de la 

uc11111ulación de s~ade11()sil-L:c:tionina (SAE) en el liigudo, el producto el<.: la elionina con el 

azufre activo, el ctm(~fún .. i11hibidor compc(itivo de la melilasa de DNA (Cox e Irving, 

1977 y Brada et al., 1~76). Sin embargo,ul ser el antimctabolito de la mctionina, se dice 

que es un polen le i~l1i6id()r clet~das las reacciones en las que participa SAi\{ (Poirie;ctal., 

2003). 

Funciones biológicas 

Las p!Í11cipulcs funciones biológicas de SAM están relacionadas con las tres rulas descritas 

anteriormente. La síntesis de polimnim1s, la formación de glutatión y In gcncrución de 

compucslos mctilados. Aunque la reducci6n de SAJ'vl puede teóricamente ulCclar Ja síntesis 

de poliaminus, este no parece ser el cnso úcsd•.: que se inducen enziri10s cscnciuks para la 

síntesis Lle poliaminas cuando Jos niveles de SA!'vl son bajas, siendo cslc.•. un 111ccanis1110 

co111pc1watorio para mantener la síntesis de p11liaminas (Thonrns y Thonws, 201 l J ). En el 

ca:;u tk los procesos de transulfuración, b impurtuncia de SAM es la tk- s:~cl pn:cursor de 
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glutatión, el principal antioxidante celular (Lu, 1999). Los procesos de transmctilación son 

los nu1s importantes desde el pt;nto de vista de·gastodc SAMyde·Ia gnm vnricdad de 

substratos accptores, SAM está in~olucrndo. en un an1p.lio es¡;ectrodc procesos celulares, 

desde la dcstoxificación de mctnlcs, Ja íltiidez. de ;nen1b~~11¡ ha~ta la regulación de la 

expresión génica (Bottiglicri, 2002). 

Aminopropilación 

S-ndcnosil-L-metionina es importante en la formación de poliaminas, prnccso que se da 

mediante la dcsearboxilación de la molécula·y.la Üt~iÓn de ésta a una poliamina sustrato, en 
[\/¡. ~~·,, .. 'c.'";., .. ~- . . ;-,, ,; . ' 

molc.!cula de SAM .se obtie.~e 'ofro .grupo' ~1~1i1~dp~bpit~para añadirlo a la .espcnnina y 
- .··.· . .- ., ...... , -. ,.·:: - . 

generar 1ri cspermid.ina (Lu, 2000, BottigliCri, 2002). Lus poliaminas son cationes alifáticos 

con funciones mÓltiples esenciales pura la vida ya que son moduÍadores del crecimiento 

celular tanto de células normales como de células cancerosas. Los mecanismos 

moleculares por los cuales las poliaminas pmticipan en el conlrold~· la proliferación celular 

aún no han sido conocidos d.el todo (Thomns yThonu1s, 2gon;.~focnibargo, se piensa que 

la unión directa .de Iris polimhiúas al DNA y' su étip~cicÍÜj%éITi'bdular las interacciones .. · ..... · . ·: :· ., ·· -, - . ··. .· · · :-· .,, · :·~: ·· -.. ':::· ·r~' · .. ·:.- ~-:. -é·;: l 

lle mostrado. qll~ la~·¡)~tiri1j}iti~; tiénen cfccíos ·bipolares· sb:brc el control de la proliferación 

celular, ya que por un lado son facilitadon:s de In pí·olifcración y por otro también son 

capaces de inducir apoptosis. Las bases de cslns electos ian diversos aún son desconocidas. 

Se ph:nsa que la muerte cclulur debe eslar mccliudn en parle por la producción de peróxido 

de hidrógeno durante el catabolismo de las poliaminas. Además, lu capacidad de las 

poliaminas de alterar las interacciones DN/\- prolcínn. proteína-proteína dd1c modificar las 
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funciones celulares, cuando de manera anormal se acumulan niveles allos debido al 

catabolismo de las poliaminas. Diversos estudios han sugerido que la biosíntesis de 

poliaminas puede ser un blanco molcculm· pnrn la intervención terapéutiCa en varios tipos 

de céÍllccr (Thomas y Thomas, 2001 ). 

SAM cu la generación de glutntión. 

La pnrlicipación de SAM en el proceso de trnnsulfurnción va de la i11m-io Clc los procesos de 

donación de grupos metilo, ya que es SA I 1, el producto dc;!a lra11sniclil~d¿n, quién va a 

funcionar como precursor de la HC y Iimtlmcnlc del glulalió1:~:~t/iÜ1~f8c'j~' ii·~nsulfuración 
·' , · -' -->' :t .n ·.': ~~··;'.'-: .. ··::-·:.;,:: .' ':'} , . ., 

(Lu, 1999). Siendo la HC la pieza clave o el vínculo dc•9st?s·~g~'W;¿g~~()'~, ya que a partir 

de dla se pueden seguir dos.rulas, la fomwción de li1ctiC,ilina o la generación de cistatíon. 
. . . 

Se hn vis lo que alrededor del 53% de la l IC procluciÚa cnl~sh~patocilos se convierte en 

cistalión y el resto en mctionina, porcentaje qrn:i decrece a un 20% cuando el contenido de 

grupos mclilo en la dicta es pobre (Mato r;t al.; 2002). La SAH generada después del 

proceso de transmetilación .es hidroliz~dajim;a formar UC y adenosina a través ele una 

rea ce ión reversible catalizada por la i1-\J·I hidrolasa. La HC se condensa con la scrinn paru 

formar cistalión en una reacción cálalizada por la cistalión 13-sintclasa, la cual requiere de 

vitamina 86 como cofactor. Posteriormente esta molécula es escindida por la y-cistationasa, 

liberando cislcína, que es la molécula prccmsora de lauriua y de glutatión. En una reacción 

en la cual el grupo a-amino de la cistcína ataca al intermediario acilo formado por el 

glutamato y el ATP y lo transfonna en otro ncil-fosCato activo para poder reaccionar con la 

glicina y linalmcntc tener el glutatión (Boulundcr-Gouaillc, 1999). 
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En enfermedades hepáticas crónicas, en donde se pierde la regulación de In prnducción de 

SAM, se observa una.ca:~~a;Ae'~los·niveles de glututlórv,EI glulalión es un péptido 

intracelular con fllnciC'h~s~SJl1u1fipic( desde ·ser · 1a .lJcfcnsa .. ando:ddaille hasta eslar 

itl\'olucrado en l~ 'n{~#]f~~i~~:·;já~:'la•~l~rol~fernción celular .. 0611t1·b•d:~ ¡~1~ funciones mós 

importan tes. csta3ía ::~~,~~~f.W~ir:;aestox ifü:ridor, ·· 111ai1lcner CI ·'gd1pb :tipl '.}JC ºJ as proteínas, ser -· ·-~-~=-~~~-:F~1~~?:7ff/j~:r-,····-. ,_.... ... -. -- _. -.. -.- , __ ... 
atrnpador de radical¡;:s libres, ser el rescrvori(l de las cistcínás, y moclulauor de procesos 

críticos como·Í~ ~íntesls deIDNA (Lu, 1999). 

Transmctilación 

Se conoce como transmetilación al.paso del grupo metilo de SAM auna gran variedad de 

1111.1léculas accptoras, esto se da mcclianlc el utaque midcofílieo ~e las.meUltransfcrasas 

sobre el úlomo de azufre de SAM. De las primeras 111oléct1Ias en las qlie 'Se descubrió este 
'·.· ,-·-.-··•; .... ·. 

proceso, estún las catecolaminas, ulgünas de las cuulcs requieréi1 de, la melilución para 

poder realizar su función. A continuación, se describen algunos de los eventos de 

trunsmctilución que han sido estudiados con mayor énfasis: 

a) 1'1cti!11ció11 de fo.~(olípidos 

La convnsión de fosfatidiletanolamina a fu:-;fatidilcolinn lile reportada por primera vez en 

microsomas de hígado de rata, por 13rcmcry Grecnbcrg ( 1960). La reacción requiere tres 

mctilul'ioncs sucesivas, las cuales se flevui1: acabo por la fosfotidildunolamina-N-
'', " '\ 

mctiltrnnsfcrasa, en sus dos isoformas (H~~frt~F y PEIVIT2) y la fosfatidil-N-monoetil-

ctanolamin-metiltransferasa. La primera ctizima utiliza fosfotidilctnrwl::uninu como 

sub:-:trnto, rcquier_c de Mg2
+, tiene gran afinidad por el grupo metilo de S/\T\'I, y se encuentra 

en el l'Íloplusma, la segunda enzima mctila la fosfotidil -N-monomctil-c:lanulamina a 
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fosfatidilcolina, tiene unaafiilidád'bajnpor SAM y se localiza en !acara externa de la 

mem bruna .ccl ulrir.~El'~l;r~~1·6ra~ihu~'f~:ico:dci.lu~~clos;cnzi11~as pe~;1~1itc 1ri tmnslocución· de· la 

molócuJa. "6,~11i~2,~,~i.:R~~J,i~~\~~;;l4.~l'~J.i;t\~p~~w¿.~~¡~itR~?~f). Po< un 
. ti en1po, · l~t 111etiiac.iórl''de:·,los1~.fosfülí p idos ··ge1forO:•gra11•• e~xcitaci;n>-e11tre.<los · científicos, 

:::~":::·:(!1~!~~~~~1~i~i~~j:s~:Z:t~1rH~2~:;lfr~~ti~.:·:~~::::: 
entender Ja función de la metilación de lo~ f~sf()lf1Jiclos/prime1;o'sevio que el hígado era el 

• : :·;,:;c. . . '·J~ ·,· ,- ,·. ,,_, 

ó<gano que mctHaba en mayo< p<ppo<ciót~ i;~;tÓgfóHpld?~' ~¿~':qllC no Jos usaba pam la 

síntesis de fosfüHdHcoHna co~~;re¡~¡~H~i~1~i;.I~~f.·~~i0f i~.~~s •• up~s ce lula.es 

tan1bié11 p1·esc11taba11 met.ilación •••. ~l§ •. l,o#.~é~~?lípi.~l.~~;\()',~11'~·~·'.X,~RgJH~!:~i,iJ[f···J?BO). Diversas 

i11vcstigacio11es mostraron_ ~~~br.fü~fü~bi;~\1'~cra):1)1port~1tJ'ri~t~'t~~.~"~}j5d<,dc; trans111isió11 de 

sciialcs biológicas, cpa!}:~o,:.r~;,'h,~~l·~tr~ils111h;~rcs de cdfecgllu11Ü1~~~ I~~ i1i111unoglobulinas o 

los pépticlos de quin~~oia~l~.,é~li111ulan a las mctiltransfcrasas dé 1i.111e1úbrana y reducen la 

viscosidad de esta, Iocuaí '. ~stá acoplado al inílujo ele Ca2+ ~' lá liberación de ácido 

arac¡uidónico, lisofosfatidilcolina y prostaglandinns. Estos cambio":bióquímicos fuertemente 
: . . . - ·,-· :~:'~.:,_· . . 

asociados facilitan la transmisión de muchas señales a travÓs ag:ú'1~~d1bra11a, lo que resulta 
•, ·:·é·'-~~\.'·'f )'X\:~ .. '>.;:::;· - . 

en la generación de adenosina 3'-5' monofosfato en muchosÜ~b~i~~ifüa1;~s; la liberación de 
• ; ··, . ' •:.: t ·,: :·: :~ ' .• ,.:y: : ' --º::(-: .- ~ '.· .. : . . <. 

histmnina en basófilos, la m_itogéncsis en lo:; linfocitos.y f~q'Ú,imiotuxis en los ncutrófilos 
·._ . _t· .:.\:._.' .~ ·' 

(1 lirata y J\xclrod, 1980). Además, se sabt~ que la metilación de los fosf'olípidos al generar 

fosfaticlilcolina es una rula altcma para la síntesis de colina. Rccicntcmcntc, este hecho se 

ha reforzado al demostrarse que durante Ja lactancia o el cmburazo, In hembra sufre un 

estrés de colina, el cual es seguido por un aumento repentino de esta 111olú:11'a, acompañado 

de una rcuucción en Jos niveles de fosfotidikolinu, lo que indii.:a que b:1jo comlicioncs en 
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las que el suministro de colina es insulicicnlc, la fosfoti<lil colina manlicnc los niveles de 

colina, lo qu~ implicaría una ventaja cvolutivt\ d~'·sobr'e~iv~·ncia tanto de la madre como del 
" '., .. · '' ·,, .','. , .... ' ·. '. 

producto ~)Jn~ido}as~()~didones son adv~1·su~·(Walkcy ctnl., 1998). 
,- ; ·': .:_:;~]- ,.::: ':~_: :',· 

'.:,:~:: E.:·-;. :; .. 
' .-, • .,, 1 _:i '.-: " ~::~ ,' 

·b).·Metilc1ció1ft1e'p/~(e;i1i~s.········· 

Ln metÚnciónd¿~extie~m amino o carboxilo de Ju proteína puede conducir la orientación 

cstéric~1, In carga, hidrofobicidad y provocnr un efecto global no sólo en la conformación 
'l. 

prnleic:i, sino también en su funcionalidad, e:; decir, esta modificación post-transcripcional 

sirve para modular la función de las proteínas, sin alterar su csfructurn priilmrin (Stallcup, 

2001 ). La rencción de mctilación de aminúddos mús csludiada e~ lirN~;11clilación de los 
.· . '.·, :-¡>:'~'.;;:;,~~~---· >:\ .. ,'·~'" ·,~· .".: ) . 

residuos de argiríina, Úsina e histidina y la ó~lríéfü~9i~m~ c(6/to~ :'resi~luos glutamato e 
' ' , ;.·: ·. _:<«.'~ ,:~: •,,-:.';':"~·'· ~.;:'.-~?' ·~!~,«~-:'.:·.<;(~ >, '.:':( ·;.' ·.-·, 

isoasparlnto, ,la COOH- y S- meli.lación dc,ln;c!é~{tl11.~)rifg'.li6/1irlri. Si1~.'éíilbargo, de todas 
.· , . : ·.-. '· .. · --; ::-- _· . ; -,~~-.' :·. -.'. .. ::·~r ~.:¡M~~:::.·-~:~~.:~:·:·:M(\:::~?)~:~.·:·~~:~~:>+::·::-.'· ·/:~-:~:- ~~~,~~ ... ~ ~·:-{'.:·:·.-:· ,,:::-

estas n:acciones, la más estudiada,es la:N;füclilncióii de ai·gifüna, la cú¡¡J,ocúrrc en distintas 
·. -. ·, -;-·.- -.. . -.:-' ~~~-: '·;:·:~;:: .' .. i,~1~;-;t ;: ·.~:l~~- -,.. :<·, . . · ;.. • . ·. . . --- -. ' "' " 

proteínas, muchas ae las c1ú1te~ soá'~fc: ·u¡,rWésfü1ctura1, como las proteínas búsicas de la 

mielina, la nucleolina, fibrÍÍarihá, histona.~, c1'ürc otras, aunque también qdurre en otro tipo 

de proteínas, como las de choque térmico (K im et al., 1998). Esta reacciÓnclc mclilación se 

lleva a cabo por la metilasa I, la cual metila el nitrógeno guanidino del residuo de arginina, 

la n.:acciún genera tres derivados mctilado;,; Nc;-monomdilarginina, Nº, Nº-dimelilarginina 

y la N°-N'0 -dimctilarginina con la subsiguiente liberación de SAH (Kim eta!., 1998). 

Existen diversos ejemplos de la imporla11da biológica de la mclilaciún de prc.,lcínas, por 

mencionar algunas: las proteínas de choque térmico al encontrarse en un a111bicnlc de estrés 

celular que propicia la desestabilización ele las proteínas, ellas se encuentran mctiladas. por 

olro lado, la melilación reversible de cicrtns proteínas de 111c111lin111a puede estar 
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involucrada en la traducción ele señales, como Ras y protdnas relacionadas a las O. La 
. . . - -. -· ' . - ' 

metilución ·de proteínas· tan1bién correlaciona con· el~ crecimiento y·.Iu ·diforenciación, en 

Escherichia co!i, .(a ;~1ctilaeión· d~l l'actor de elongación 
:- / ·:-,·.-,,: .-· .. _ . .,.- _.;; ,:~ - .. -

crecimiento de 1a bacteria cK:in~ et a1., t 998). 

. ' . - . -

Por otra parte,. la metilacióndelas histonas, que se c~nocedésde 't967(P~iky I~im,,'1967), 
es importante para. niantcner ei· .• !llto grllclo'cle organizaéióti·de la cro11ia(i1~á;(Sc\\'aÍt et'al., 

.···: ·:··· ·, '.'.'~·.:,: .. >r_.·, .. , ·- • '• - ·.;:-_·. ,_•.,.-..... · ·>.;_ :: ~;>{\:','.~::·:\·_·(··~.-~·~7~.,:···~<:::~'--';.:;.'?• ·, 
2002). Recientemente se ha identificado tul nuevo' gen e'n.séi:é:s huní'nn'O's;rco'Í{·~ú~hómólógo . ' ' ' .. ·. '. ' ' ·.·. ' ·. ' ' ' , . . }··{ ,'"' ::;t~,;.;;; ''.(:'; .~.'. ' '· 
en rntón, el cual eodifkapara una nueva: mctil-transfcr~~a·.~e,;,!!i§,Í,Qt?~•:.l.~; ~~·~I\metila 

selectivamente a la Iisinu 9 de la H3, generan~o afinidadh~tcr~;~r~1~1ftt~;~~~~'l¡;~p~oteínas 
HP 1, 'y de esta forma creando subdominios cromosómicos. Es~qtJB~ deJ~i~.td1ins n1eliladuJs 

se encuentra presente en las regiones de hctcrocromútina,hacicÍ1do'.ullaref}rcsión génica de 
< ' : •• ' .-., ':\;.· • ~... • ·: -

tipo local y también formando parte ele la hetcrocromatina,~d~111ás,de ser retenidas clurunte 

la mitosis, por lo que podrían proveer un imprinting cpigeríéti~o p~ra'~I n1antenimiento e.le 

un estado inactivo (Scwall et al., 2002). 

Otras proteínas de las cuales también se ha rcport,~1do'~~1nu:'ti~acJón ~onlasdelciiocsqueleto 

(Schinstine y Iacovitti, 1997; Moepl11.11i et aÍ.; · i9Q7),,:Se :lili,'4cii1'9s~í:ac16 qiie · durnnte la 

ncurulación, tanto los;filaw~hio;s;d6,acJina, coiiio los miéroÚ1bulosylos ri'durofilmnentos se 
< ; -~,.:·:~ ; ,.- ' y 

encuentran mciiia.clos'/:Ei}.é§i6 c~so, ha sido difícil definir la función ue la mctilación en :;: -~:-.. ~--~· < ·~::·.-_,'_ .. · 
estas proteína~!Y~~q~~~·~(!Jien se ha demostrado que la mctilaeión de la histidina 73 de la 

actina Y la l~~iH{ 394 de la tubulina no alteran en su totalidad su capacidad de 
·. .····'' 

poli111erizaciór1invi/ro, no se descarta la posibilidad de que esto sea fundamental para que 
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se asocien con otras proteínas e inclusive para su correcta localización y funcionalidad 

(Mocphuli eta!., 1997) 

e) Afetilació11 del DNA 

La mctilación del'Í"JNA genómicocn -In posición C5 de las cÜosi1rns ele las islas CpG 

(secuencias palind..:ón1lcnsricus;erí ~itosinu:;-gunnim1s que se cnfÚcnlran, en.·lmi regiones 
···;,:·-

pl'OlllOtoras de Jo~ 'ge11e~); ,.es U'n .11rncc:m h1tamerltc .regulaclo. é1uc, , ()psra· ~e .·.manera 
• ,· ' -~-o .· -- .'-.' - ... '• __ , . ,, ~ - ; . _,.._ .. · - . ' ··.'·· ,- .'·' <-· ¡ .:c. ' ·. 

", 

forma prcdominnnt~·· dc,~1Ódiflcació11 .. dcl .'DNA. en plaptas Y'19'rteb1·U,µos\.(JÚz\~rihay · Hahn, 
, . · ·.,. ·'·,~~-/- . , _ ..'.· . • • <':'::'•, ,.· :,\_,:;/<'..~;,:,v_o_; <;;·:';-: >·· e '·"'·-~:~>- · · 

1999; Jcllsch, 2002). L:a ev.idencia sugiere que la ii1etifáció1i;dcl b'NA. cstú·'iilvolucrada en 

un gran número· de procesos biológicos, como so:1: J¡Fr6~ul~ci6n d~ I~ ci~prcsión génica 
• ,• • ' :·; • ' ',~:, ' ' • :: - '.~ ' •' C'. '>. '• ,"· • • ;.·:·-~" '· • • • :-. • • ·, • • - • •' • r • ' ;~ .-¡ • ' • • 

tejido cspceílicO, fa. diferenciación celulai;, _el inl.printitig gcrilÍíj~iCo; la inaclivación del 
• . " -· - . - .; '" . ;• : . - ' . ' .,' • . . , •n :- . ·' •.. ' - .... -_ • 

cromosoma X, la regulació11 de la estructura de' la,cr61n~llná, la du}Jlic~ción del DNA, la 

latencia viral, la earcinogéncsis y el cnvcjccimicntó. Alrcd,(!d~t: del 3-4% de todas las 

eitosinas cnel DNA de los mamíferos cslún. n1etilaclas,n1µcliAs 'de estas citosinas se 
. . ·'"• 

encuentran en las secuencias de dinpcléútidos CJ)G JRigg~'-·Y .T01ics, 1983; Bird, 1992; 

.lcltsch, 2002). En el es~ado de prein1plmHaei6noct;iTc u1ia dc~;1ietilnción del DNA, lo que 

lrnc como resultado un ~sládo de ~liijíÓ,i11clilacióndcl blastocisto, e; signilicaclo biológico de 
. . ~: ·'·· "'.: --.·.. - ·-,_ . . .· . ·-· -. ,. .. "'" . ' 

u11 mecm1ismo por el cual se e)jnlÍniufloifpatfoncs de melilaciói1'9sp~cílica,dc los gametos, 
'- . . ,: . '.-' ._ ' 

para In gencrución de células plilripbtclicialc!l en el csiado d~~ ~la:;tocisto .. Poco tiempo 

dcspué:-; de la implantación, se da una ~mla de mclilación ~~novo, incrc111c11lando 

rápidamente los niveles de metilación gcnómka durante el desarrollo post-implantación. En 

tejidos cxtrncmbrionarios derivados Je! trofoectudcrmo o del cndodt:rmo primitivo los 
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patrones ele metilación permanecen bajos durante Ja gastrulación como si la mctilación ele 

novo no se hubiera activado en estas células. La mctilación de novo en ratón también 

ocurre durante la diferenciación y nmduració11 de Jos gametos y probt1blemente juega un 

papel crítico en el establecimiento del imprinling gcnómico de los gametos. El cambio del 
. . . 

estado de mctiJaCiórt de genes indivicluaJcs llO siempre sigue fa onda de dcslllclifación O de 
. .' " 

111ctilació11 de novo global del DNA (Pal.llscn y Fcrguson-Smith, 2001 ). Por ejemplo, la 

melilación difereneiaLde las islas • CpG en las rcgicfocs críticas de alguno:;. genes 
. . 

improntaclos son capaces de escapar el procc~o de dcsmetilacio11 ·durante el dcsarrollci de la 
. . . 

pre-implantación: La fünciónde lá mctilaciún del DNA en la regulución génica ha sido 

doctm1cntad(l-, por num~rosos. estudios. Por rcgln gcncrnl se ha concluido que ésta 

corn:laciona inversamente a la ucti vidud génica, pm· qjcmplo, la hipcrmctilaciún de 

regiones promotoras correlaciona con una dislllinución en la expresión génica, como en las 

islas CpG de los promotores de genes en d cromosoma X inuctivo los cuulcs cstím 

altamente metilados; por otro lado la hipometilación de las regionc~; promotoras coincide 

con una nctivación de los genes, como In:; islas CpG de los mismos genes del croinm:oma 

X, pero ahora del que está activo (Jellsch, 2002). Este c\·cnto también puc;:deilüstrársc con 

el genoma viral, el cual al ser incorporado al DNA humuno gcnernlmenf.c/c~ hih;crn1ctilüdo 

suprimiéndose su trans.cripcióll: · Para mud1os genes tejido espcc/Jicos, las regiones 

reguladoras de la tran~~ripci9nestán usualmcnle poco metiladas en los tejidos en los cuales 

los genes están expresados si se compuran con los mismos pero en tejidos en donde no se 

expresan. La metilación de las islas CpG jucea un papel crítico en la carcinogénesis, se han 

reportado ampliamente las alteraciones locales en Ju mctilación del DNA en un gran 

número de tumores (Johanning et al., 2002; Fcinberg, 2000). Sin embargo, el vínculo 

causal entre la metilación del DNA y In acti\'idad génica no ha sido complclrnncntc 
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establecido. En ocasiones es poco claro si la metilación del DNA es la causa o la 

consecucncla. del; silcncian~icnto génico y si la mctilac:ió1~ del ONAse· requiere para el 

mantcnimicnfodcl estado i11activado o rcÍJrimido.dq'Iosge11es Esclaro,que la metilación 
., .· . " ·, . . - - . -·-- --,··, ,·:¡,-· -,--

de las cito~inasJucgan ün papel dctermi!lnntc enla tJ~1¿rigenesis, ~iffcmbargo, no sólo por 

Un proceso tnerÉÜÍ1e1lte cpigenético, etl el Cttal.~e d~ una;.d~~rcgu]ación de ]; e~prcsión 
. . ' 

génica, sino qúe también pueden tqnerun papel importante en la mut•;génesis d~L~umor, ya 
- .·--- -.-·-,·- -,: -

que incrementa la desmninación, espontánea de la 5-metilcitosina (Joúes et; .al., 1992; 

Gonzalgo y Janes, 1997) e incrementa la afinidad de moléculas reactivas a los sitios 

mctilados CpG (Pfcifqr c.t al., 2000). 

La metilución de lus _eitosinas en el DNA de mam!feros están predominantemente 

contenidos en regiones simétricas de dinuclcótidos CpG, mientras que en plantas pueden 

estar en las regiones CpG o CpNpG, este proceso se lleva acabo por enzimas conocidas 

como DNA metil-transfcrasas (DNMTs), las cuales transfieren el grupo metilo de.SAM a la 

posición 5 del residuo de citosina en el DNA. Pura prin9ipios:'cle·{99j, ~ólo 'se< había .. ,,,-,,., .. ,; 
~ _.,,,, ..:' ):~--/· J"-',; :' •. , •, 

identificado una_ e11zima cap'az de dirigir In metila¿ión'd~Ú?NA1Üa.Úi?J'lj,\;li{~tÍ[lf~1~fe~asa 1 · 
.:~- ' ~--º ' - - ; _ -~·· . ' ' .. :'J . :·_:_,"".··.· -._:_~~>;-~.,.: .. ?~;.~~>"t{~;.·;:~;:~?á:~~:~:ii~\~::i4:t~~~Jf;~;.:.~::~ttt~~:~~~~}=.'/~'.:'. 

(DNMT 1) (Li et al., 1992; Lei et. la., 1996); nel'.dya.:pai'~'~úccliádc)~~dékl ~~Sfel' ni'.um1ro de 

DNMTs se ;n~~On\ó ,1, ~~~.~'¡ (~~.~j~(~~~t¡~~~:¡;~&~io·~~~~~l', 1 ~98). s;n 

embargo, hasta eL molúerifo: s~e ;,_dié:'e;:/qüdt~b&MTI · ·es la eriziri'la :í:csponsable del 
--, ; ·.· · ~--~ ... ~-~-·.-~·\:.·:·;::'.·:;t- .. ~~:_:~~~~~f~;:.S::f~t?~\~~{~f(< .. ~::;;.-· ,~<,~. ·_:, >·-·-=:. ~-_,:·,.: 

mantenimiento de Ja metilacióh.:delfDNA;' ul!eraciones en esta enzima durante el estado 

embrionario resultan Jetak:s; Ílt~itr~s~ ha visto que inhibe la diferenciación ele células 

madre, además de inducir un gran número de al!crnciones en los patrones de imprinting. 

Más recicntcmcn~e se ha demostrado que no sólo es capaz de mantener la melilación del 
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DNA, sino que además tiene la capaciclud de dirigir la mctilación ele novo (I-Icndrich y 
. . ,, 

13ird, 2000). Mucho se ha ·~~peculadoáccrca de la asociaeión' enti·c la sobrcexprcsión del 
. ' . ·." • ., ~ -~ . . . : r . . '. • • . ' . . • • 

gen que é()gift.~~;fªIll ~sla, e;nzh1my lit tt:m1sforn1r¡cÍ~n-~1aligna, no obstante ésta va de la 

mano con otro tipo 'de Cambios críticos para In.·· tnmorthtizhcióh y trnnsfo1111ación celular, 
' ', ', ·, "''. . " . .· 

por lo que lio puede i:lecirse qüc\Itcracioncs c-n él f~í1cT011al~i¿11to de esta enzima sean un 

cvc11to determinante en la carcinogénesis (Hcnd;·ich. y Bií·d, 2000). Adcmús es importante 

mencionar c¡ue aún no se sabe cual es la función específica e importancia biológica de las 

otras DNMTs, por lo que es probable que en ciertas. silunciones !ns funciones ele DNfvlTI 

sean reemplazadas por alguna otra enzima (ver Tabla 1). Por último,unfüc~or·ridi6Jo11l.1Lque 
:_~ '.' ~'.·{ ·.' :~_.; ,.· 

actualmente ha tomado rimcho auge so11 la. existencia ele enzimas dcsh1ctÍi~1~l~s/1as ~u~1Ié:s -.,. . ', ·.. ·' . -- . .'.: . " •'' -.... '· · .. · --~::_·:_:;;~\->:\'~_;,-,~~:· .. ,:, .· .. ,, 
pueden contribuir ci1· gran medida al dcscc¡liiJibri§ e~ilós. putrc)úc~;d,c fr1p;t,!I~1c(Ó1í'd(!IDNA 

. - .. . . . ' : .· . . ~· . - . . . - . ' . . -. . . .".f. - ~. -- -. . . .. ·. 

durante el desarrollo de uil tumor (Bata"Clmryá et ~l.;1999; Cóclar. y V c1'<liÚi, l 999); . . " ' --··. '·:: ·~:.-'. -.· :' :.:--'·- ·'.<-.' . . ', ::'. . · .. ' . _,,_.. ' : 

Tabla 1.- Propiedades conocidas de las distintas DNMTs de mamíferos. 

Enzima Mctilación de Mctilación Requerida en células Requerida en células 
mantenimiento de novo somúticas madre embrionarias 

DNMTl +º +" + -
DNMT2 - - ? -

DÑMTY +h ------- '? ? 
DNMTJº +h ---- ---- ? ? 

a 
' , I> DcmostrnJo tanto /11 v111 o como 111 v11·0. DcmostmJo 111 v11ro u111ca111cnle. 

Niveles intrncclul:ircs de SAM y su asociaci(m con dh·crs:is 1>atologi:ts. 

Los niveles intracelulares de SAM punlcn ser influencindos por la disponibilidnd de 

mctionina, por el uso de SAM pnrn la síntesis de poliuminas, y por el tipo de MAT 

cxpresnc.la (Lu, 2000). La dependencia de los niveles de SAM en In disponibilidad e.le 

mctioni11a y en la lasa de síntesis de poliaminus es bien conocidn. Recientemente Lu et al, 
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han demostrado la importancia sobre los niveles de SJ\M del tipo de MJ\T cxprcsáda (Cai J 

et al., 1998). 

Tabla 11.- Niveles de SAl'vl en plasma de indi vi<luos control 

No. individuos 
1 
5 
10 
10 

·---
f\kdi a:!· SD Referencia 

170 :l: o .00 1111101/L \Vise el al., 1997 ----·----- ------------' 
108 ± 8 .2 1111101/L 

s. 1 1111101/r, 151.5 ±. 
Struys el al., 2000 
Mclnik el ni., 2000 

~--·--- - . ----------· 
127±0. 2!__!1n1~~1/~L=--'----I_'o_i_ri_c_r_e_t_._al~.,~2-0_0_l_, 

Los niveles inlraeelulares de SAM en crilrocitos, han mostrado diferencias en cua11lo al 

sexo, ya que el nivel reportado para hombres es de 2.28 ± O.OG ~LM y para mujeres de 1.63 

± 0.08 ~LM (Poirier et al., 2001). Los niveles de SAM en él líquido cefalorraquídeo han sido 

determinados en divcr~()~ e~l~dios revisados poi· Botliglicri et ni; (1994). quienes han 

enconlrudo que Jos pacientes con depresión o Alzheimer presentan niveles reducidos di.: 

SAM (Tabla III). 

Tabla III- Niveles de SAM en el líquido ccfülorraquíclco de diversos pacientes neurológicos 

Enfermedad 
Deeresión 

Alzheimer 

-
Parkinson 

Deficiencia MTHFR 

-Degeneración subcutúnca de la 
columna d1.:bido a deficiencias en 

vitamina B 12 

SIDJ\ 

No cktcrminado 

rucnle _n___ NlVclr:s de SAM 
990 ·35-· ~ Uol~~glicri el al., 1 

Bolliglicri el ni., 1 990 -, o-----,li---
Rcgland et al., 1 

l\ lorrison el al., 1 
990 22 
996 11 ~ 

--í\ifl d aT.·:·199 2 23 --- ----~-----
}; 20 _!_1:1!g el ~d~_DJ.J 

11> land el al., 19 
88- -4 - ___ "" ___ _ 

___ _'.c"i_t!.!:!_<:_c_s_~.!_ <!_l_._.__!_2 91 4 ..... --·--- ---- -----------1 

Bollit'licri el al., 1 990 5 

---sli1tccsctal., 0 90 06 
Kcali11g et al.. 1 ') 91 20 

J95 16 _ C.~~!_!_tg!Ja et_ al., _L1 

..._r_., Niveles reducido:;--· ----. ----·-··----
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En la acluulidad diversos estudios indican que exisle una correlación enlre niveles bajos en 

las concenlracioncs de SAM y. ele il1cremei1loó eri 'el riesgo ch: dcsmTollar algún tipo de 

cáncer. El análisis.clínico delosnivelcsdcLSArvr,·SAI;I y HC pnrccen ser unu herramienta 
- _ - -- º~. ._ : -~ · ·- _-, _, __ .. · .. - "~~ ·-- '-.~r1~-~: T<'.1:~-. +\:; . --.-~:::~~t; .-:'_~ ~-,-- . : __ ,_ -

úlil pm·a la evallÍaci,ón º'.el;~~tü~i~.de}~o.blac.ioncs con un ric:igo elevado de desarrollar 
. . . -

algún· tipo ae e~nccFa1ribuioÍ~~~1{~tÍ~li•~~};~t{-ialC!lspoi1ibilillud de grupos metilo (Poirier 

et al., 2001 ): Defiei~nci.ª~.~e~.(ª.J~1;~.~~~i~J~:l~i~':~gEP?)~n~tab~~lico de los precursores de los 

gntpos melilo en serqs hi:lh4n~f[s'~:(l1~füa~.~Fi~9o'~t11l iíicrci11cntq,e11 el .riesgo de varios 
;:_, >·:~: i·'º>."''\~,\':.<>:f:.:;'.·~-:;. ;.':·-~~,.·-·;:~~>'·.·-,y ->·-·· .. '~·-,· ,_·.~-- .'._ , .. 

lipos de cáncer; c~m6.:.l11i,91011í~ :fü~i,rlsfY~l'fü.~<f9?~).:6arcil1l'.l111íl de colon. (Giovannucci et 
::>. :>.;~<·:~:~~~~::~~:r~~?-{rn''.:~;::~~~~;~~:::~·:,1:::~-:1;>,:)}J~::..:.<.:~;·) -}'L·>~-~ .. ~~~ .. --<>:-_--.:-_,--·'.::., : -<::: -.. :-.:>'.· ::_ ::·: - . . 

al., 1993), mama (Wu.ct al¡•J999), eslóúiago (llsmg. et aL,il 993), páncreas (Slolzenberg-
- ,_,- .-.. : _ ::: :~·:·; ·_.:_\:~:···\<:;:L.:~,~~".'.·,:. ;7/_>:~ :~_r;~-- :·;,-~'i'.::·:::.~ f::::/': ":-i-,g,:-~ ·.~~ :::,. _, ~·:~::::: · ;·~- . :· .-·_: -:=::· · · ~"; 

Solomon et al., 1999); ·así co~~o· i:'~n ln'fbr~;}ncjÓn\1c Ícsl~ncs prcw.:opltlsicas de pulmón y 

cérvix (IJutlerworlh el al., 1982 y Heimburgcr el ál., 1988). 

Usos clínicos de SAM 

La mayoría de las aplicaciones terapéuticas que tiene SAM se enfocan al lralmniento de 

enfermedades del hígado, ya sea las agudas o crónicas,J:msaclos en el hecho ele que SAM es 

una pieza fundamental en el funcionamiento .de hslei()rgaÍm·•(Lieber, 2002; Mato et al., 

2002). En mamíferos, más del 80% de lu 1~1Ótióirnrn~.cl~F hígado es converlida en SAM · .. ·. . ·. ~·'.•' ;\; <'; ; .. ·.' 
(Mu<ld y Pool, 1975), a<leniás se 11d,;.yi~t6Jfüci1!iiMl{t~sisanormal de SAM se asocia con 

enfermedades hepáticas crói1ieas:JÁ1;~u11Ó:s"{¿:§li1~idr1::11. mostrado que las enfermedades 
;- . ". -- t l ~·-- '_ ':'·, '.' '.; ;¡-.'·.::: '•; ,'•:.«, ··:j·c. '-< ··. ' 

hcpálicas están acompañadas por la incapacidad de los pacientes de melabolizar la 

metionina, incrementando sus concentrucioncs y reduciendo los niveles de SAM, lo cunl 

también se asocia a defectos en MAT (Horowitz el al., 1981; Duce el al.. 1988)./\unquc los 

beneficios de SAM son bien aceptados, el mcl·nnismo molecular por el cual ejerce su efecto 

proleclor aún no se ha elucidado. Mds aún, han smgido conlrovcrnias en cuanto n si S/\M 
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puede o no ser transportado al interior de lus células hcpúticas (Botliglieri et al., 1994). Sin 
- ' • •L 

cm hurgo, !unto ·en -•modcilos :~mimulus···cmi1ocn·•paciuntcs con enfonnedudcs hcpúticus, lu 
•• • • "'. ' ,·, •• "• • •• • ' ; • ' <" • 

ndmi11istrnción exóge1m d~, SAM incre¡11e11id los.hniGcles ele asÚ, 16.cual es .una prueba de 
. -·,:"_.-- ,_ .. _ - :-_:_'.:/, .;·:~.'"~: :·,-,.,<: ?.~-~~:-- --·,~_-_-,_-. -· ·- .. - º' .-_. -

que SAM es capuz de. ingresar ja! 6Úo¡j1aJ(úr1:d~ ')~s.t:'clulns y u4111cnt~11: ~ú cg11Ccntn1ción 

intrucul uhlrmcnte de- ·manc'fa ;traiisil~i·ié-:iiíít~~'~ºd~'. t)hrtici füü< ci1•>IÓs ·-15fÓcésós · de 
~ -.- -,:·::_ •' . ' _.,._.\ '~·-' ";>:· '}:'-_, >--> ,·_: ;.-.:, 

transmctilación y contribuir en la formació11 de GSH. J>asculc et <ÍI (2ooi}'l;eportaron la 

capacidad de SAM d~ preve~ir el dcsarrollodcpánccr hepático en un 1;10cÍclodcmcdores, 

esto quizá se deba al increi'nento en la mctilación del DNA y la subsecuente inhibición de 

genes relacionados con la proliferación, coino c-'l-la~ras, c-l<i~ras y c-myc. SAM disminuye 

lu tusa de crecimiento de líneas C\!fol¡~!cs de cl'111ccr de hígado (Cui el ÚL,J 9cJ8). En las 
1;',. : ';·:/.'! .,>;·, - •''-. 

enfermedades hepáticas,dC:bÍd,~~ '~úrií~01'fci1 ~¿ 11U dcmostrtido qu6 fos ni~h1K d~ SAM en el 
. ··. ·'·~~-·,,:~/.'.:·,-.;; :-:-··.T ;:~:;.·.-<.,·._-_·. ·.- ·,· ::-.. , ··:-' .• : -····-·~-." ,:.;·;-' .•::~..: L-:···'.· '-:.í:·'· · 

hígado se rcduccr1,. mjcqfrasiq~~ )<i. ac::t.ividu~L de Ía .. M/\t'.·s.igu~\si'&;;J§ il~rn'lai: E:,lla 
.· ·; •. :-- !:·::'_ ~---- . · ~-- _::-.:." ·:_· :' :- _-.\o,··_:.}· · ,_- ::·. ~-_, .:<:- __ :- --:.·j·. :r ':---'.:_:·-··('.''.-;::;· ·_.J~~-.: · ~-\ -.~.-·:·-~-«:·_:: .~!?''.), /;:_» : : .:_ 

reducción en los nivel~s de SAM co'ri'cltltiona cor¡ él estrés o~id~hvtj;tlccrb1n'~ii'to.cn GSH 

y además se asocia con daño mitocor1drinl (Licbcr,;2002). Sin embargo, la ach~1inislrución 
' - ' ' •' ; - . ,_-. _,._ .. -

ele S,\M corrige la reducción de los niveles de la 1Úisnm molécula, además de re.ducir el 

estn:s oxidativo generado por el alcohol. Porlo lanlo, en enformedndcs hépaticas debidas al 

akohol hay una carencia de SAM no solo por el decremento en su produccióil sino lambién 

por el i11crerncnlo en su uso. 

Los estudios clínicos llevados a cabo a principios de 1973 indicaron que SJ\tvl Licnc efectos 

antidcprcs[vos (Füzio et al., 1973). En lus dos cl15cmlus siguientes se conlirmó la clicicncia 

ele 81\t'vl para tratar la depresión por la apnrición de más de 40 pruebas clínicas, varios 

urtículos que resumen los estudios fueron publicados en distintos aiius (Fricdel el al. 1989, 

L3rcs~a et al. 1994; Brown ot al. 2000), los resultados de estlis anúli:;is muestran que Si\JVJ 
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produce una respuesta significativamente mayor que el placebo, In cual es comparable a la 

de antidepresivos triclclicos, además ·su .cfoctividad puede se( cquipurnblc con la de la 

imipramina, la clorimipramina, la non1ifot1sina ')' Jaminnprina. Es i!nportante resaltar que a 

di rcrcncia de los otros antidepresivos, SAlvl produce pocos cfcct6s adversos. Sin embargo, 
. . . . ' 

el mecanismo P()i" él"cual SAM ejerce su riclh'idadcomo aútidcprcsivo es poco claro, se ha 

visto qm: algunos pacientes con depresión prcscntun niveles bajos en itcido fálico, lo que 

puede reducir los niveles cerebrales de S1\M y de mctabolilos mclilndos Je dopamina y 

scroloninn en líquido cefalorraquídeo. niveles que se rccstahleccn después de la 

administración de S/\M (Bottiglieri et al., 2000). 

SAM y C:ínccr 

A principios de 1930, el grupo de Bapting y 13cst 111oslró que la mol.écllla de colina era la 

responsable de la prevención de híga,do graso. inclucÍilo en rlerros con pa,úcreatectcimfa 
.... · ._ '·"'.'..'· 

-. "/,--· 

tratados con insulina (Poirier et aL, :foo2). E~tciTuc Cl primer .estudio que coirelnciÜnó el 

metabolismo anomml de los grupos n1etito:c~11~aigu1Í~ enfcrfnedtld;· Desde entonces estas 
.. ' " . .-· . ·. ·. ·;-· "'-~ ' .. , ... ·. - . . 

deficiencias se han asociado al inci"emciltCl e;~ cÚrie~go ~ dcsarroÜrir distintás erifermcdades . 
. ··--· .. -·-- -,,"- -:-.-.-.·.-·:~'-·~·;·:,_~-·-;·.-.~ _. :··1<:~',-·,·;:. ·. '··.:-_; - - :·· .. ·:-: 

Sin embargo, antes de 1990 numerosos c~tudiOsfoÚorltlton la:metiladó11'ánomfol dbl ·DNA' 
. :,:--<~· ':<··'..~ .. >: "\\··'. -;·,}{~' :-::,-~'~.' \-./:·.~: :.;_:. ... ··· . ..-.·_~··\.'·~:::~·;·'t .i:-->:- '.·:- ··:;; 

en tumores y células transformadas, Y:.cOl1 ·m~11Ór .ft:cc~i~119Ja;:Ibs:;rcf~óúC:s : de agentes 

cxógenos y endógenos que causaban .~slff§' alforr11ali~latl~i;;:¡f.!'.11 t 990 se ¡.¿laCioilaron dictas 
': ":;.>:, ·, . ' 'i' ~ .. , • 

deficientes en grupos metilo con la Ít}su,ry~i611ciii ,(J 11~~lil~ción in vil'n, así como con la 
. .. .. . . .. 

mclilación anormal del DNA e inclusi,~cdc gene~ cs1)ecificos (Poiricr, 2002). Un número 

crccicutc de estudios tanto clínicos como experimentales han mostrudo una asociación entre 

deficiencias en la disponibilidad fisiológica ch: grupos metilo y In grncrndón de cúncer. El 
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intermediario metabólico crítico en la determinación del estado de metilttción es el SAM, el 

donador primordial fisiológico de grupos metilo. 

Se ha reportado que . varios · mecanismos epigenéticos como lu síntesis elevada de 

poliamillas, Ja 111.etilü~ión abérrante del DNAy Ja producción de espcdcs reactivas de 

oxígeno pueden favorecer este proceso por lu cstimulación del crecimiento celular. y lu 

inducción del daño al DNA. Diversos estudios hnn d~n1ostrádo que:dt1t·antc Ci!d~sarrollo 
' - .·' " . 7-,, ~ :,. - ·..::- ,', '·--·· : ·-' : .~ .. )-·-' ; • 

; ·-~· 

preneoplúsico del cáncer de hígado, inducido por dietit.:í'1itfosa1l.}iriH;: s(: óbscrvtl ;un 

decremento en los niveles de SAM en el hígado; hech~~.qud;t~f~¡J~~ ~~f·~.·¡;gl~éio11ado con la 
•...•.. · ... · ?·.•,'.('···,,¡;,;.:.t·.·':,·.·· ,;'.':''·· ,i· . •••..•. 

hipomclilación del DNA de hígado de m!tt;(Wqsoli.ic:(d1',:~·;12~~;1{bi~~~.t~c(ut>19S9): El 
.• ,. ' - ,•·\;";'-·,.-: ' . - ¡ ' 

restablecimiento. de lo~ .. nivelé~ de SÁI'vi·pÓ¿lt~:~~faii~i~l~[~;~~ií~·é{Ró¡f;n~ de cstu • n1oléeu la 
«'.- ·''..-.,.,,·~; __ ;_, -__ ·; ... -. ;··:~ ... ;·/ .. __ ·--~,,· .. :·"::..-.,,_::,'.·;:~->:.:.:.,,'<~:r"-~:~~:::' ;_:.;,,,>_··-.::·:··-···f. ,:., ·' - '. . . .... . 

inhibe el crecimiel1ioigi11dúc.e.l~ réversiÓ11 Íe116Úpicil :\')':Jaiiipof>tosis de las células 

p1·c11coplúsicas. Si1: ,~l11:~~A·~~,· ·~~11~-.:o::.'.:e .:Ju~~ cJ:1':i¡~lzi;···e1· di~eu1~is1110•.•por el . cuaI .octrrre 
\~ ,,. ,·.::-~~-.. ~-~~·: -_,,.,. ·, ')' .~: 

esto. se ha hif>ot~tiih<lB" sli'.' r61ac'ión coll ln · metilnciÓ~i ~1¿1 bNA y la 'regulal:ión de la 

expresión génh:a,' tainbién coll Ja il1hibiciún de la síntesis de' ¡;oliaminns, ligada a la 
- ;_ :: - - '.. '. ~:-·: .- . . .. . . 

transforma9ió.& p~r .. cii,tl,,de ªAM e115' ~meti !Ücmdenosina y sU actividad antioxidante y anti 

fibrogénica (Jl~sc~le•~l~l.;26o;), .,,... 

Se ha deniosfrado que dietas deficientes en colina y metionina, generan carcinomas 

hepuloceli.tlares en raltts, aún sin la presencia de un cmcinógcno (Poirier, 2002). 

Dependiendo de fa severidad de las .deficiencias en Ja dicln de los grupos metilo y del 

modelo experimental, se ha visto que una dicta restringida en grupos metilo puede actuar 

como un promotor ele tumores de hígado o como un co-carcinógeno (f loover el al., 1984). 

Adcmús de In formación de carcinomas hcpatocelulares, la administración crónica de dictas 
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-·~.:.···-,_ .. ', _;..: ~.' - . 

deficientes en grÍ.Jpos metifos también reduce los niveles llepfüicos de SAM e incremcilla 

los niveles hepáticos de SAH. Deficiencias crónicas cn · lu disponibilidad C.te;grupos metilo 
; . -, .... - · .. , .::- ' ' 

también resulta en la hipomclilación del DN/\ y la cxp1.·csiún }11c1·erne~L<1~la clc.onc~gct~es 

(Poiricr, 2002; Ray el al., 1994; Counts el al., 1996; Walson y Goodman, :2002; \vaifnmn 

el ni., 1989). 

En :;eres humanos se cuenta con evidencia que muestra una asociación signilicativa entre 

las ck:lieicncias nutricionales, particularmente en lu de grupos metilo y el i.ncrcmcnto en el 

rksgo Je címccr de órganos específicos (Giovnnnucci el al J 993; Hsing. et al.1 1993; Wu el 

al., 1999). La mctilación anormal del DNA parece ser un fe110111eno gcnerulizado de lodos . .. . . ,. - '··" .- ·' '' ··-:·"' ,,., . - ;",:. ··... . 

Jos cúnccrcs (Róbcrtsófi c(al;,:2Ó00);1/ft1.lb.:i1[1i:¡)bcos'CSÚiclfos clíni~os proveen evidencia 
. . :- <·-/:·.. -: ... :'._;_:: <·~::: __ ·."~\;:y.-·:·>-.-:"· :::~<:<. ::_ ·- ·. ,._ .. ·- .. ,·\:·:' ':: ·_:·:: .·~;::< .. ,._'.~ ·.->-~/~·· :'.--_ .< -." . -

directa que rclacion~}l~~·~dt!ficiáncias ci1 los' gn1pÓs' 111ctilo con el decremento en Ja 

mctHación ~FI ~r~ir~í"f l~i¡~foEd'#c ii~' ;;;'vi yb. iLsnmltados estud;os con los que 
se cuenta indic~iifüfc;:,i;l~s;(5c)n9iéioiles de la dicta cslátf asocincfos con el incremento en el 

:<'.!. ·:'.:;:.;:. ~:::.- -- ;·., 

asocian con el decremento en la disponibilidad de SAtvr y el decremento en Ja mclilación 

global del DNA in vivo (Jacob el al., J 998; Cravo el al.; 1998; Poirier el •11., 200 J ). 

fo'n rmacocinéticn 

Se ha clemoslrado que SAM es capaz de cruzar la pared intestinal, permitiendo el 

incremento <le sus concentraciones en plasma. Estudios preliminares en ralas, muestran que 

fu ubsorción de SAM es mucho mejor por vía intraduodcnal comparada con la vía oral 

(Stramcnlinoli et al., J 979). En un estudio fase l, la administración de dpsulas con 

protcl~ción entérica de 400, 600 y 1000 111g de S1\t\.·l en cuatro sujdos, i11crc1m:11ló los 
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niveles plasmáticos de forma dosis-dcpcn<licntc hasta 30 o 50 veces lu conccntrach'.m basal 

(Botl igl icÚ et al., J 9§8). Sin embargo, al proporcionar orulmcnte SAM [ 14 C d~I grupo 

metilo] a con~e1.1tr,~~~c)~csde 290 mg (0.02 ~lCi/~m1()l);n tres volttiÚ~rjos, se vio que Ja 
.:.~-;: '' ;:."·. -~·· ... ~ ' ) ... _ +' '-·. - ~ 

excrcCión en.· orlnrÍ'dc \U 'radiactividad en l<is primiiras. 'J 8.'h''.:[ü~ 'de,15:':S±1.5%. y las. heces 

eontc11latl . 23~~·~~3,~~:Fd~ ·.la radiact i vidnd. n · ia~"7~~. ¡;,¡-1~~~6s, r~i~ll Úid~~ 1ii.uestrnn que 

alrededor dcH~'o''fo:·~~J~rEidiactividad es incorporucla'ci1; ~·rc~erv~1s'' estables. Un estudio en 
~::,:;·~-~-.;;~· ' ' . ··.,:t-"<.' :-..' - . - - • 

el cllaLse·~,ompá~ÓJa incorporació1rdd:qi1ctiÍoradiüC:tivo de SAM después de la 
'.:!:<' ,. . . '_,;,:·. 

administ;:aci~H ·~'r~f~·~'~6¿\,fri:infravdiÍos~')1.¡i~~iró · SAM oral es l11ctabulizado activmncnte, 

ya que el gr¿~~.:~·J(lJc,i~~~a~~·~~di~cti~amcntc es incorporado en proteínas y fosfolfpidos. 
. .,, ___ , -_ -~--~;:_~~~_),S{!·:~J-:;~~~2:·::t~~rr1F-t~~t~:~!~,~t;~{·,;l;t:._:'- ~s>: :<; , . -

Estos datos il:depjás.csr4#:#p6)ra~os 11ór ótro estudio, en el cual se muestra que dosis únicas 

de 100 mg d~ SAM,'8()1'1et1lcrite marcado (3H del grupo metilo y 358 de la molécula) que el 

62% de 3H y el 43.?~{gc ~5S permanecen en el organismo después de 5 df:ls (9tiilid6ri él 
:.-~· > i:>" 

al., 1998). Vari{)S estudios. Índic;an que SA M, por vía oral o pnrÓnt~I:;, )~<;:i'<::n1ént~1 las 
'.l ,.,.-, .,;t··, -. 

orden de magnitud 4~ 2o"~Q'v~(:~s·del basal después de 6''1 (Stfó1iídnlin~ii e(aI:; 1979). En 
,. - ' ·,~.,, - :-0"-"'" - -·,- • 

seres humu119s sqh~,i49.~~·r~~i11~dojqüc después de lit in~'cc~ióÍfcle 2oú mgd~ S¡\M durante 
." .. :· .. t~~:: .... -_ -'-~:--;." 

14 días, SAM sé incfct~énf(> ep un 65 % a las 2 h de la ú!Üma inyeécióny un 12% a las 24 

h, lo que significa é¡ue''$AM es e~paz de cruzar lú bnhéra hc1~1átocnccfülica. De munera 

similnr, lu administ~aei~~ ot[J.H.Cle ~AM (400 mg tres veces ni día/4~8 días) a pacientes con 
; ' . ·, - ' - . ~- ~·-· - : ···- :· . ' . -

enfermedad de Alzheimer incremento las concentruciones tanto en el plusma como en el 

liquido ccfrilorraquldco (I3oltiglicri et al., 2002). 

lnteracci6n con otros compuestos 
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La información sobre la interacción de SAivl con medicamentos o alimentos es muy 

limitada. Al incnos u1~ caso de ~fndromc de scrolonina lin sido descrito en un paciente al 

cual se· Je ad1~jÍi1fstró·.sf\.¡vLintramusculurmcnte al mismo tiempo que estaba ingiriendo 

clo111ipn11,nina''(I34ftigÜ9í:i;2002). Por Ju que ;se. cree que es prudente que Jos puclentes 
' - \-.>~·. : -~ .·:' ; ·,·.- .... -·: ,, ... - "'·> ' - - . . . ' ' 

También sel;ccÓmienda que hasta i1uc no ~e n~lure el cf~ct6de SA~rs.~.b~·c l .. os rc~efitorcs 

111onoamino. oxidusa, los pacientes no dcb~n. consur11iralii1)e11Ios.1!1aclur~(f9s; ·.C:9~po,qúesos, 
' . ' . . - • <·- l . ,• . ', _; ,,'.::}-~-e~;;~,. (<;~··. "(<;' ·:'.~;·.-·. i,,; : .. 

vinos, o todos aquellos alimentos que contc1ignn niveles elcv~do~;a~)ir~1}1.ihií,)1a:C}üc existe 

Ju posibHidad de una interacción (Fctrow y Avila, 2P~{J·'í¡1~~ff~•~#~[si-Oi~~;at<1~1blc 
y no estn inhibido ni por metionina, ndcnosina;• S'-'n1cÚltibrtdSl1~sind:·, ~rirnÚiha~· colina, 

bclaína, quinina o hcmicolinium-3; sin embargo, es ii;l1ibiuo pór sincruugina y SAH 

(Dottliglieri 2002). 

Dosis 

Un punto qt1e debe considerarse al respecto dd uso clínico de SAM, es la carencia de dosis 
, .,, • > 

estandarizadas tanto en el uso clínico, como eil·los suplcillentoS·ali111cnlicios, ya que las 

concentraciones que se pueden alcanzár jJt1cdC.n.~:C1':~uli .() sµpF~-tirap9üticas,Jo cual puede 

tener una gran variedad de resultados (Fctí·o\v y~l\viJa,'¿:'.füdl);/i.:.afdosis mús coinlii1111entc 
~. . . ' . -' ',• , /~, - .. ' - ·,· . '.-· ... ·. . . : ' 

;:-.. 

empicadas en las pruebas clínicas. sc•ci1~l1c1ít1:uÍ1, ci1.cl rniigo' de 200 a 1600 mg/clfu. La 
. ..''· ._. . / : ':O.' ,_ .. ··. -

aclministrneión de SAM al principio se hace por vía intrnvenósa y posteriormente se cumbia 

a un esquema por vía oral con dosis reducidns, hnsta la obtención de una respuesta. En el 

tratamiento de la depresión las dosis mús co111únmentc utilizadas son del orden ele 1 GOO mg 

de SAl\.1 al día, si es por vía 'oral y de 400 mg al din si es por vín intravenosa (Dcllc Chiaie 

el ul., 2002). Otros han iniciado una lcrnpin con 200 mg/día vía ornl y administrada 
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secuencialmente hasta alcanzar una dosis de 1600 mg/ día (2-4 dosis) (Pclrow y 1\ viln, 

2001). 

SAJH como un posible blanco para la :icd<Ín de ngentes xcnobióticos 

Además de las reacciones de mctilacilin, durante fas cuulcs se consume mús del 80% del 

SJ\M inlmcclufar, SJ\M juega un papel central en fa formación de polinminas así como en 

reacciones de transulfuraeión (Chiang et al., 1996; Guifidol'i et al., 1984; Lu, 2000). El 

grupo nminopropilo de SAM se puede transforir a moléculas como Ju putresinu purnfoi·mur 

poliaminas, mientras qife e~ I~ triü)sulfuración se utiliza el grupo sulfonio .de s.AM en la 
' , :~ .:::_> ',: :.·~ 

formación e.le taurin~yglui~tióh, lÍr1 ~lcslo:<ificador importante de radicales lib1;is (Chiang 
'0 •• ,.· ' • ' ,~.. • '. " • • • ;- - • ' • - - • • • ' • ·, 

., ' '. ,}~'.-;; 

et ul., 1996; Evái:s .c(al~~,.J99z;\Lll, ~OOÓ). Porfo.C)ué sé pl.t~dc dccir>que SAivl.es una 
,- ,>"'". e~' •' ~['.·~• .'' 

-·:_, 

molécula esené:i~I · pt\h('el i:fri~hteí~Únictúo de lá h9meosttÍsh; c~lular. Algunós reportes 
'-····"" ,,_,,, ·.::,.·.:..,,';"•• .... ".'". , ' - .·. '· , .... _. . ·."- . 

,. 
:. ::-·, ·::;: ·_ ·.-.:·.·-: '· •• _,. 1 -•• - - • • • • - : • • , • - L - .· 

indican que el 1)ú.1Iiefo de reacciones. en las cuales paÍ"ticlpa SAM sólo .es superado por 

aquellas que involucran al ATP (Chiang el <il., 1996). De manera que es fácil entender que 

lus alteraciones en el metabolismo de SAIVI pueden resultur en daflo celular y por lo tanto 

en cambios patológicos en los organismos afectados. En los seres hunrnnos se hu sugerido 

que niveles bajos de SJ\M pueden estar involucrndós en nlgmias ullerncioncs hepáticas, 
'' . ' ·. : ... 

como la hepatitis alcohólica aguday fo. cirrosis, ¡jsi,.fmno:eúfenn~dudcs cardio.vasculares 

(Rcfau111 et uf., 1998) y psiq~tiátrie~s.'~~111{)dr{'depi·c~ÍÓ11(1mipol~r (BoÚiglicri et al., .• 1994). 
" -\:"' j -- ·~ • '.· . . >., __ , ··;:, - ,.' ,_,_, -, .. ) - '·.. ' - • 

De hecho SAM ha sido utilizado cotúo a~~nlcnnlid~¡Jre~iv~ durante 111{1s e.le ~O años y mús 

recientemente en el trrilulniento de oslcourtrifis, (Burcclo et al., 1990; Cimino el ni., 1984), 

desordenes hepáticos como colcstasis, cirrosis alcohc'ilica y hcpatotoxicidad inducida por 

f{1rn1ucos (Osman et al., 1993; Varela -·-Morcirns et ul., 1995). 
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En animales de experime1itaeión se ha c.lcmoslrndo que SAM tiene un cfoclo prolector 

contra la hcpaloca~·éinogenicidad-inducikln,por,el;~icmo· oró,ÜC!o,e~~e efect~·inhibitorio está 
-'>' ,. t .; ;, " . :, -~ ,{ '··'""':· ,', ¡;;.. .-- '". ,¡ 

asociado con.•u.11incrél1i6ntocriÚa •. ripoptosis,.en••·fü's:'l1ódÜios'.'d~I éarci11ori1~. (I>ascalc .. el al., 

:.:~:· .';:.'.~º:?~if ii~~jj~~~)~}~~r~;"!tJJ:.:::º~::.::::~ ':,:::::;6

::: 

íl uorodesox i ll[i~~itt~'.~~.\t~~~1~-~~~i!f .1~~7)<:• 
\: ':~ :.; '·. . .,,. " ' /•::f .. ·: ';.~,; ;e;, . :_;")., . . ; ' 

'' ': . f ,>~.-«~:~\::'~:~,);}2- ~;}~-~·~ .-:;~;_· -.. :-. - ~- . 
·.: ... \,¡; h':. '·' ·· .• '· '•,' ' 

Existen algunos rigentesSxet1'obióticos•quc son capaces de 'modificar el cslado general de 
: · · ; -·-:_ ~-'-~.::-~.,~~~/~~-)-:~!\~."~·fr~~~;:'..~:r~--. -_: - · · 

mctilaciónde i11olécijlas':;c¡t.1~:~cbn11J'oneh a las células cucarici11les, en c~pccia\ del DNA 

(Gcblwrt y /\ri1Lyu1~§i1{i''..¡~~fa;' ~nlre estos podemos. lii~1icio;ilír'.''a ulgtrtws ·agentes 
; '.: .. './'·.:;-:·'' .. :~:>·-_:;::···\:'·:>~·:· '.::-... _i': .·._. '_.,. :·,:--·,·::~'-'' ····:-~: ::_,·,:: --·--

carci 11ogénicos con1l'A; b~~1'Z<l(h)pirc110, ··_~!·. din1etilbe'.f~~<¡J\tr~~c~~'~I,ri ,'~fiJ~6xi~u1; Q; · la 
'""1-

nitrosm:tilurcu, In 5~~~aC,i,iidü1u,' el~ (J>oiricr, · 199:1; PoirÍc1;~~t .i1l., '.2og~)/;:;rdmbiÓn se ha 

sugerido que Ja accióÍ1 ;cafcinogériica de algunos 111cla)es, con10 el n;íql.rcl ~ ~( itrs~nico, está 

mcdiaua por Jasallcracibnes que estos causan en la metilacióndel,DNA '(tvfoss y Wung, 
·-•' .. -... 

1997). Los seres húmanos expuestos a arsénico ulilizan a SAM ¡:)ara mét~1bolizar al arsénico 

inorgánico en compuestos metilados que son nuís fúciln1cntc cli111ifia~l()s;t,fcl 'organismo y 

por lo l<mlo ésta hn sido propuesta como Ja rula de clesto;xiúC:ddiófi,/del'rir~énico (Healy et 
' ' - ; -. ,;, '.~-'.-( ~-·"·' ~· - <>.<· .. . . ,. ' 

al., 1998; Yamanaka et al., 1997). De 111a11cr~ que lrata1i~(~:~6,ck¡51i~arfa cnrcinogenicidad 
• ~ . . ' ·. . ~" . . 'i., •. ·,, ~:. '.'·- . -···-e-" ' 

del arsénico, SC piensa que las persoiUIS ·, (!XjJÜC~l~S '~C!'llJUllCfU crónica U cslc elemento 

ulilizan una gran proporción de SAM dutan~~- su d~st~xiricación disminuyendo la 

bio<lisponibilidad de SAM y por Jo tanto alterando así otros procesos de metilación (Mass y 

Wang. 1997). De hecho se ha rcporlnclo que la exposición a arsénico induce 1111 estado de 

hipometilación global del DNA que podría influenciar la sobre-expresión ele oncogc11es y 
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propiciar la transformación maligna de las cél.ulas expuestas (Mass y Wang, .1997; Zhao et 

al., 1997). Si el ~rs.én¡ccy ~iªn1i1~l1Y~~la disp~1~ibiljdád.dcl SAM en los individuos expuestos··· 
::· · . ·.~:-.,.'. :;'.:··._;:,~:~; .;;;.~·.:~:)~}~~: .. e~.:.:~~ :_:;J:~.:>.~ ·::.~:'.·~:: .. ~ ::·~~:/' .. (t\><X , . /~. r.<1.·. -. . . . . . , ·_: · . 

crónicamente,•· un;efécto~:~é¡úc'J1ásfa'd, mónientO, no há si~lo probado, además' de generar. un 
· :.- ·-~-~ -. -i~~?-f: /:~;0~: 1M:f~rY~~f;'.;~:;if:!~~J.t~~{~~:t<:i>.):~~~~\~?~;~;:~~c: (;'.~~ : .. ;~ -\::·::>. --~.'.\;:·-- ~}~~- ,· _- · ,ó:. -- . ·. .. : , · · ... - , 

estado de hipoilleq1n~Jó1Ü~~ÜI)J)J}\;'.f1i~~~U.\fa'otros. procesos biológicos.depei1clicntcs de ·Ja 
~,¡; .. '> .·.' - ··" •. ,.',!Tr, '.~ ,<-' :: ••• 

mctilacÍón~~c:±~.t~~)·i~~W!~0$J:\j~g~~f f~~f~·l!1;id~sy·jlr'otefnas. Si lo anterior es cforto, •·se 

podría plantear: e( u~~. ~~~y~nii~o~ de· SAM · cxógeno en los individuos que han estado 
::~~<i;·~" , .~e~~~ . /;V:~'.'~·- -- .:~:; ·.-:~;: 

expuestos #J.·m:~¿11ic~{dlirantc"¡jc'ríodos prolOngudos. 
. "':- '';. '.-:<'- .,,-_._ >'·-:;' -~:·<, -- -:.:. -. ' , 
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3. Plnntcnmicnto del problema 

Diversos cstuJios han mostrado que ultcraciuncs en .. · las. concentraciones de los 
. . 

eompunc11tcs esenciales del metabolismo dé los grupos m~tilo, .conio ·~1 úciilo iülico y 

mdionina, correlaciunan con el inér~111cnto·d~I dunoK{bt •• ( cr~a·i~rild~·-~[¡~1oaberraciones 
_ , •

1 -.·.·._i_ <."- ·.'..:. · .,.·. ·.. <.· ;.:~·:·: ;· ;.·. - <-..... ·:·;/'";;~:,/~~r: ·:-,~\:~·~)~,~:1 _·"°:· ;· ·· · 

cromosómicas ·.e· inerefoento:cn'li\ frccüe11ciit_dc MN,:8d]iiJü!!s'éí'~1!~0€rfi1Wfú¿iclci~i111 estado 

de hipomctilación del DNA.Sin en:~argo,uún no se ~¡\~~~ual ~~··el~:foe~'.a~~;nm involucrado 

y tampoco si la pieza clave de estos efectos. es la disponibilidad el~ SA~~ ~-rique los eventos 
:-. - ' . ., .-.?: ' -·-~·-·, 

•·.·;-_.;·-

de i11etilación dependen de esta molécula. Además, se ha·'visto>que después de Ja 
. . ·:.:, .··' 

mcJiante la reducción en Jos niveles de SAM, un>ejcii1plo d~·c.~tq~\~~}'ci·~~~~·ó11Íco;un 
'··' : •• • •"\.- ' ·.•· •·" ,,. ,"· - • "•,• • ·,J - ., '' • 

metaloide que es curcinogénico en· seres ·humanos capaz d~ ~ii~rir~ui)'Q~Á,''-inediante 
' ""~· '·: .. , . -·- ,. '• r-:;.;_"·· ;<··' " 

distintos mecanismos,, como alter~cioncs c11la reparación, lasegreg¡¡ciÓl~ :ci(o1i~?siJí~ica y la 

inducción ele un estado de hipometilucióll al comprometer el SAM de ltlS ~~h;l~IS en su 
'•/ 

·_:1-:>·· 
·- '.-

propia mctilació11,,;Eig~s;fo 'J~abajo se JJlanlcó el estudio ele los posibl.cs cTcctos ele Ja 

administración de SA&t:~keLdaflo al DNA, evaluado como MN, inducido por el arsenito ·--- -.. -_~, . --.''":- -- ~/:.r-,;;·,~".> ·i:: ~,,.,_, .. ___,_ __ ·'.·. -. .. . ·\ - . ,_-
•. ,. -~. --- '-_·---c:--

clc sodio, así coi110 cci~iP.ªfaf.lqsefoctos· de SAM sobre la frecuencia <l~: K:,IN inducida por 

agcnlcs que no. áll~rm~-~~1fh1ct~bcilis1110 de Jos grupos metilo, y dcten~1i1~Ür¡:~i dichos efectos 
• . ' ' . ·.-. - ,:,:·-!;',·:...' .. ,,,, . '·. . . - . :· ·.;:'•' . 

en la frecuencia de MN cstubm~ o. lio ·relacionados con alteraciones en Ja mctilación del 

DNJ\. 

4. HipMcsis 

1) El arsenito de sodio es capaz de reducir las concentraciones inlracclularcs ele SAM, así 

como de ullcrar el estado de melilació11 del DNA y de inJucir daiío genélico, por lu que la 
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ndministrnción exógena de SAM a los cultivos. lrulndos con arsenito de sotlio reducid el 

daiio · ge11Úieo ev~l uado ": somo.mieronuclc~s.;2)c Lri'. uclministruc\ón de SAfvl ·.·u.· cultivos 

tratados con agentes xc116biÓticos ·.que nó ull¿r~1i Jií dÍ~punibiliditd de .SAM ·no ·tendrá 

ningún efecto s6brc In frecuencia de' MN i11du~i~lapor~sL(ls conÍpu~slos~ 
. - . . . . ¡ 

5. Ohjclivo General 

Evaluar los efectos de SAM sobre !u fn:cu~·ncia de mieronúdeos en linfocilos humanos 

tratados in vitro con arsenito de sodio y comparar estos efectos con los imlucidos en ct.!lulas 

tratatlas con xcnobióticos que no alteran el metabolismo de los grupos metilo. 

01.Jjcth•os particulares 

1 .- Analizar el posible efecto citostútico y gcnotóxico de diferentes concc11lracioncs de 

SArvI en cultivos de linfocitoshumanm; tratudo:.; in l'itro. 

2.- Evaluar el efecto del arsenito de sodio, sulfóxido de albendazol, mitomicinn-C y 

cisplali110 en In, proliferación celular y c11 la inducció11 de micronúcleos en cultivos de 

linfocitos humanos. 

3.- Determinar el efecto in vi/ro de SAM sobre el daiío inducido en linfocitos hunumos por 

los agc11lcs mencionados en el objetivo 2. 

4.- Si el SAM reduce el daño inducido por alguno de Jos xcnobióticos i11éni::ici11aé.lós en el 

objct ivo 2, se anal izará si este efecto se produce por cambios en el es ludo gcncrul ele 

mclilnción del DNA y en las conccntn:icioncs inlmcclularcs de SAM y St\H de linfocitos 

tratados i11 vi/ro. 

5.- De la misma manera se evaluará el efecto de los agentes mencionados en el objetivo 2 

sobre los microtúbulos. 
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6. Material y Métodos 

Donadores 

Se cxtrujo sangre entera de 19 donudorc.~s sanos, cun un rango de edad de 19 u 38, no 

fumadores y que no habían ingerido ningún tipo de medicamento ni menos durante 15 días 

antes de la toma de la muestra. 

Eval11aci1ín de la cinética de proliferación cclul:ir y la frccucnci:t ele micronúcleos en 

sangre entera 

Se sembró sangre entera (0.5 mi) de 6 donadores sanos (edad promedio de 27 aiios) en 6.3 

mi de medio de cultivo RPMl-1640 (Sigma. EUA). suplementado al 1 %1 con aminoácidos 

no esenciales (Gibco, USA) y con glutnminn (Sigma, EUA), a cada tubo se agreg¡u·on 0.2 

mi de lilohcmaglutinina (PHA; Gibco, EUA). Los cullivos.sc realizai·on p~w du1;Jicádo parn 
: . - ' . . . . -. - . . . -. - , ·. ~-- -:-~ ~- . . . _,- . .. , ..... _. ·-·'.. . . ' :- " 

cultivo se ad111ini~frd1·ori'di~tillt~s · xcnóbi0Úcos)1 .al mis111~ tict~po se agregó citoculasina B 

(21 ~ti de U1i stock~e 2 n1g/mÍ) parai111Íi~ir Ja cÍtoci11csis, los cultivos se vol~i-eron a 

incubar u 3 7ºC durante 24 h. Las concentraciones de SAM reportadas en. la. literatura· en el 

plasma de seres humanos es de 170 nM (Wisc et al, 1997), con el fin d(! a1lúli7.;ar ~i dosis 
. . . ' 

menores podrían tener algún efecto, decidimos utilizar las dosis de Q;J7, :f.'i'Y 1;7'ntyf. Las 

dosis que se utilizaron para el caso de los xcnobióticos fueron cquimolares ala utilizada de 

arsenito de sodio (NaAs02, 10 J-LM), esta concentración fue elegida en base a análisis 

previos de. In frcc-uencia de MN. Se analizaron los efectos de SAJVI (Roche, Alemania) 

sobre la frccucl1ciu de MN inducidos por NaAs02 comparados con aqudlos cultivos 

tratados con cisplatino (ClS; 1 O ~tM), mitomicina C (MJ'v!C; 1 O itM) y sul fóxido de 
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albcndazol (SOABZ; 10 ~tM). Una vez trnnscurridas las 72 h .de cultivo, las células se 

prefijaron. con 600 µI de 1Tletanol:acído:acético(3:1) y:seccnlrifug~r~lln-1200 rpm, 1 O min, 

se c1imiÍ10 .el sob1;enadante y;,se agregaron Í 21111 1 dcLrij~~loJ',po1~ tulJo;. posteriormente se 
.--"··. · .. e· ·• , -«- ,-~ • • ·• ._.; - - ·¡• ,-r.~ · - • - •'o_ , ". - - ,. >/: ., .. ,_ ,,,-~; .• ;··' · --, - , . ·,, '·' , 

guucdaron 20 .. mi•:utb;;~-70 i.t. al•. i~"niom •• <lc.ál1kí.icÍnv8;,éccollz"'º" •.los• lavudos con lu 

misnrn. solt1ció~_íV?~~!:J;~}fa~ta~;~b~tf!1~~·~-&i~·.:~~f~Jr~~1~1üi'-fili~pi~'.,·EI b~t~n celular .se 

res uspend ió .en '2oálfo::cle'.~fijtidor y· se toi11ii1;~h<1ítíclióTús ·¡Jara.gofoar· e11·1a 111ii~i 11as•.·1 im P ius, 
· ·:~ - ~ ~:..:)t- • ·.>.':-;.:: ·'::;'.'; ;_--.~.;'(, _:,;_~;-~: .. _:;~·e··,_>;··'.-;;<·~-/~:'~--.-~'.·+!-<._;·,~·~:.:.:'.'-.;::{ :/ ~~'-·J, -::-?.-: ·. -!.(~ .:',;<· ··' ~·.;.-· ::/:'"-; <·; . .' 

cvi tumlo ··fa· d~;t~·IJc~iÓl'1 de lo~• cit~plas1~i~~.f'Qnií'.~ci•r6~1 i~li~lri~,J;;¡ljÍ~1ilíÜ1ú~ .. sc Üiict:on ·con 
.-.. ·.. ' .'· .. · '._,,.:·:·~·~-.'::_ .. ' :::··.': :_- ·~- .• ·._,_··.-."·:''..;,;.,;.-,->.l. ;-,_.·:,i: .,1:_,.•:.'-,.;. ,; . ._ 

- c. 

el colorante·· de• Wrighl (eosina-a~ul>dc.:rhcii1riilo).'·Ú~ .¡i1·pJifcrii'~foi~\c16;'¡ó~'úl1rd6úos fue 

analizada· en 100 células detcrmi11á;1do~cJl~·:rrJcudi1ci~.J~:.n~·J~n~X·ifü.J!;ÍJ~i·i1~K~1:~clas: En 
. _ · · • · -_. :.. -: _º·;· •• · ~ :.-:;·:--·· '.e'., _ ;; .. _'.~ -:" /:.'·'··· _ ·,: .·', ·\:!:·.':. ·<·?r~~-'. :;,~t:~ /':~.·'_;:'.; '. -i-~?~5-·-,·~l:/. :.~':;_,~~t;·:~;~~,-~, · > :-~.-: · ··,.: ·. .. .· 

tanto que la frecuencia de microní1clcos (l'VJN) se cvÜJu(,7c1~: 1 óó'o ~'éltilus•·binucl~adas ele 
.;(··:,o :· ·~~~-

acuerdo a criterios previamente establecidos (Fcncch, 2066). 

Frccucnci:t de lllÍl'l'Onúclcos en linfocilo~ aislados 

Se aislmon linfocitos de 1 O donadores (cuoJ promeJio Je 29 aiios). La sangre se centrifugó 
- - ' . -. . . . . 

en un gradiente de sacarosa a 1600 rp111, 30 min, se scparnron los leucocitos c'on pipetas 

Pasteur estériles y se transfirieron a tubos cónicos (Corning, EUÁ) ,COll medio de '.Cl.lltivo 

RPMI-1640 (::ligma, EUA), Los leucocitos se lavaron en repetidas ocasió11e~hú~t~·~Iiminar 
' ,." ... 

las célubs rojas que pudieran estar contaminando el botón de .~clulus' blunc¡;,s~ ·. 5 x 106 

cclulas rueron sembradas en nÍcdio de cultivo RPl'vl 1-1640 (1x106 célÚias/111l)suplcmcntado 

con :1111inoúcidos no esenciales y glulamina (ambos ul I '%); suero fi.:tal bovino ul 15 % y 

PI JA (0.03%). Los cultivos fueron incubados a 37°C dufonfo 72 h. A las 48 h de cultivo las 

cclulas fueron tratadas como se menciona anteriormente y nuevamente incubadas 24 h. 

Adem{1s, se analizó el efecto de colccmid (CLC; 1 O µM), y cuatro agentes dcsmctilantcs del 
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DNA Se determinó la capacidad de 5.-azucitidina (5-i\ZA; 1 O µM), hidralacina (HIDRA; 
- ' .. 

1 O pM), ctionina (ETIO; 1 O ~~M),· y procainamidn (PROC; JO ~tM).~pnl'a inducir l\'lN. El 
• • • ', • • • ·, 1 • '. • • • ' ~ ~ " , • o . • 

cfce!o de SAM sólo fue investigado en cultivos trntndos conCLqo~.~i\~¡\ya·~µc.~s!efuc 

el único agente cksmetilante que indujo l'vlN. Al término de lu~7~·h·t~t~Í~Sdelcullivo, las 
: ·. ;'. ...... ~: ' ··. . . ·, ' . : ·.·• - . -

células fueron fijadas, lavadas y procesadas para el goteo de las imriíriIIJ~;~ y~·J~ p~st~ri~r 

evaluación de los MN. 

Ev:1l11:1cil111 de l:1s conccntracionl'S intr:u·l'lularcs de SAi'l'I 

Se scmbró sangre entera (0.5 mi) en medio de cultivo RPMl-1640 (6.3 mi) y se cstiinuló 
... 

con PH/\ .(0.03 %) durante 72 h. Se agregó el tratamiento, NaAs02 (10 ~tM),SAM (17 

nM) o la combinación de ambos, durn11LC las últimas 24 de euliivo. Desprn:s del 

lralnmicnto, los cultivos f~cro11 centrif'ugndos ü 1000 rpm, 1 O mi11,. el·sobrcnadantc se 
-· ' -.... -

climinú y el botón celular se. lavó con 2 1111 de solución salina (o.9%) .. Las proteínas se . " . . : ~, ,· \ . ' 

precipitaron al adicionar un quinfo del volumen origiiial dc;sangre;·~dc,u~m solución de 
; .- . ·,· ··"·, , :1"•,' •.···;'<'·;• 

ácido tricloroacético al 40%. La muestras fucfoií 111ezcii:1dú~.¿~frf1W ~¿;.t~~·l1asta qi1c estas 
" . ···j~.-~.::.·~: :. ·~:r·;f,:.-.··\J:.:;··· ·.- -· ·.·. 

adquirieron una coloración café oscuro, nípidanfontC: lbs fot6·~~:fJ~i;ªriiá~1J;Atlós 'en hielo 

·· . . . · ··•····· ·. ·. ·}· < :•; :,~r~'.it:Mr'¿~n:::;: T-: '? ••··. 
durante 30 min. Al cabo de este tiempo, estos fueron ecntdfügitdó's (30QO'r¡)m),. l O rnin a 

,. __ ' - -,:-, .· \."· '-. : 

5ºC parn remover las proteínas precipitadas. El sobrcnádnntd tjtÍe c~11t~hf{cl SAM fue 
• ' , ' . . ' . J; '. ; ~ . __ ,__ ;: . ':' - . . . .... -.. , . ' - •. : 

lransícriclo a un tubo EppcncÍorf de 1.5 mi, se agregó un volur11cn.ilií.1i1ldc·.:étc:r dÍclílico frío 
,·: ->'·-. '·- -;- :.-.-~ -- . '· -

(libre de peróxido). Los tubos fueron agitados 20 s y ccntrifugüdbs Ú.sboo rpn'I; JO min) 

para separar las fases. Las muestras fueron pasadas por un filtro Ullnífrce~MC (0.45 111111, 

Milliporc, !Jcdford, MA, EUA) y guardadas u 0° C hasta su análisis. El análisis ele 8AM se 

realizó por HPLC de acuerdo al método de \Vise y Fullcrlon ( 1995). 
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Amllisis de HPLC para 5-mctilcitosina (5-MDC) en DNA de linfocitos aislac.Jos 

Linfocitos aislados de tres donadores sanos, no fumadores y con una edad promedio de 44 

años (rango: 32-52), fueron cultivados por duplicado durante 72 h, y tratados con 1 O ~LMde 

Na/\s02, SOABZ, CIS, 5-AZ,.\; E¡Afyt -(l} .nM); o •la combinación_ de cada uno __ de-- los 

agentes y SAM, el ürante _la~ ~ltirf-ia~ Í4º1i cf ~·ci:\ lliyó. Al tcrmi i10 del ffafiilni en to se ex lÍ-tti o e 1 
:>~:.-·-~ -, . ,!. . ~ 

DNA con el Nucleon Kit~Í3ACC2/3,- pürá·.10'.Ciml se • centrifLÍgaron lás células, el 

sobrcnadantc se desechó y_el_ bptón;ccl~tlür se .la\•ó con-PBS;(pI-1='7.3). Posteriormente se, 
¡ , . .'. •' - ,! ·- . 

agregó la solución de lisis cel~tlar y nu~lci1r para destruir tnntO lit incú1brann celular como la 
' _ _./ ·'¡• '< ,·:- o,"· • ., _•o-· . :,·.~ ·• :'> ·- :- : .. ·~- ';· ; ·- .. ·.. . 

envoltura nuclear. Las prC>teinasftlerón eliir~ini:¡~las cónunri sblución de pcrclorato ele sodio, 
--,·,.· 

después a cada muestra se le añadieron 2 mldé clo1;oro'í-mo, los .tubos fueron rúezelados 
', . ._ . ' . . ' ·: ·.. --, 

hasta que aparecieran dos fases, se adicionaron 300 ~ti de la. r~sint~ llt1él°á~n y se 

centrifugaron a 1300 g durante 3 min. Se extntio In fase líquida qUc; s~_,61~:¿(),~t;·aba por 

arriba de la resina y se transfirió a un tubo limpio, el DNA fue prccfpil¡1~lo~~.61~;~~'..VQÍú1l1.c11cs 

de etanol absoluto frío, los tubos fueron agitados hasta que el DNA fucrll ~f~¡~~'._Nostub~s 

fueron centrifugados a 1300 ,g, 30 min, el etanol absoluto se clecandi:y\~I bÓt6hdé[)NA se · 
.. ··-

enjuagó en 100 ~LI de agua. Se determinó - la -c011ccntrac'i<JD ·de nWA' con un 

especlrofotómctro. Una vez conocid~1 In cantidad de DNA, para lá cuantificación del 

porcentaje ele 5~MDC, se utilizó l mg/ml ele -DNA por cada muestra, el IJNA fue 
:··. . . , . ' 

' -- - . 

hidroliznclo según el niétodó de Gehrkc el rtl (l9's4).')Jas ml.1estras de DNA hidrolizadus 

fueron inyectadas cnunHPLC I-lcwlctt-ljnclÚirdJo9J)}d~uipa~lo con una columna Bt:ckman 

Ultracsfcra ODS; 45 x 25. cm ((!l :t~mafí? ~.~ l~Ú)~¡:lr6'ú1~ era de 5 µl), la cromatogralln se 
~ .' . ·,· ,:·,,:·. : ' .. :; 

realizó a 30"C. Ln técnica de I-IPLC se lle\/¿ n·cribo según el 111\!todo reportado con 

anterioridad pura 5-MDC (Wise ancl Huss, 1994), lus muestras r.c corrieron en tres 
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ocasiones para cada donador y el porcentaje de 5-MDC se obtuvo del promedio el<.~ los datos 

de cada corrida. · 

Integridad de los microtúbulos 

Fibroblastos normales fueron donados por el Dr. Erich .... Gcbhrirt. Üis ,célilfos ·.fueron 

cultivadas en medio RPMI 1640 (Sigma, EUA) suplementado con':·20%'dc'suc1f fcl~I de 

ternero (l lyClone, EUA), L-glutamhm (Sigma, EU A), X m11i.1;~á.cjt~~¡,ef Jt~l~~~&~(t ibco, 

EUA), en cámaras acopladas a.cubreobjetos durante 24 h:ALté11h1i11ó'c'ie c~te'.;ticin¡m'; !Os 
. < <'·~ .• :".~·'.."''·/':~'. .. >.>\~~:: ·1>7-: ·:.>:·· ·.·.~-~::::;,'::.-"/\~:' -·-. :' '. 

::::::': ::, ;.:~¡:: ::11d~ ~~:od:o:1:~::;11:::11:~::1~~~~: f t~f~~~l~~~~7~¡¡;~· 
- . l ~ ' , } , ~ 

-20"C y rchidratados ell uim solúción. ni 0.1 % de TBS~Trilón;:.x;:. ¡ 00/.Hnra Iá dClección · 
- ""~··. :' -."-· ·~·" _,- .. ·.·· ,, -·. ···. ', :·.- ';•d.·._;,<::.~}-\·'-~:·'>.-· .. 

inmunocitoqulmica de Ja t.úbulina se uÚlizó un m1ticücrpo mon~cttií1t1t/Ji!:rritÓ111iara f3-
, : ~·. ~'·:~ ' - ·. ' ... -

tubulinn (Zymed, EVA; 1:200 ci1 una snl11ción •il 2% de albú111ina)¡;c1-~11~1Ícucrpo se 
- 1 • . • 

adicionó y las laminillaS, se colocaron en una cámara húmeda 30 n1ii1;)JascqÍl1~~1~,sc.lavaron 
en 4 ocasiones con una solución de TBS-Triton-X-1 OO. Postei·i?rn1c'nt~- s6 c()i()có el 

: ";, ·:;·, .• :~,.:-~ ;'<' . 

segundo anticuerpo de cabra anti-ratón conjugado con TR ITC (Zy1néÚH~ÚJ\f .1':7Üó e1·1-una 
. . .. . : ,-, ·: ., -.- .. -.- _;: .--.:~':-. '. " ' ' : ·: '. . -

células fueron contrateñidas.con ,OAPI (L ~tg/ml), 1 min,·sc>enjuagd'rony:~c.colm:é> una 
,• . :-... · .. __ 

solución protectora contra la luz. Los microtúbulos d\! foó células, eon:~~cutivas fueron 

analizados en su morfología, oricnlttción y distribuci.ón .. con Üll . microscopio de 

fluon.:sccncia Zciss. Se realizaron tres experimentos inJcpcndienlcs. 
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Rcson:mcia Nuclear Magnética 

Para invcstignr unu posible interacción química cxtracelular. entrc'SAM TNaAs02 que 

rcdttjcra la rcuctividad del xenobiótico, se réulizóuna R~s~nanc'ia Nuclem; M~gnéticu, en 
-· ·- - -: ' .,e'.-·--·-··"---·' e '·','..o>.;-,,"..'.~.-·:;io'._~~--·-c .• -~ ·_·:~:;~-. -

colaboración con el laboratorio del Dr. Haymundo Cea' del Instil~totde .Q~1Í;~1ica de la 
• . . ·' ' '~-... . • .,;-~.-'·. 1- ::·· " -- .. ;. :: ·" . --···: ' 

.; ... :'.;; .... : :·~\\_·_ ~. :., -"\'' ·J:-,'.; 

UN/\M. Se utilizó SAM solo ylamczclu de SAM co11Nl.1Asó;?;.pai;üilo~Ü!li~ÍhITtÍ~~siras se 
•. . ..• ·· ... ·· ... ··. >' .; '..:; (~~.iy~~f;~·.~y~;'tt,;< 1 ·,' ' 

diluyeron en agua dcuterada (Sigma, EUA) y se am1lizm;ori cú úí1 éspccfrofot<S:i11elro Jeol 

Eclipse +300 (300 MHz) a temperatura mnbicntc; utÍliz~md~ \~'t1~~;dif1sÍ;Im~~ eomo 

referencia externa. 

Estadistica 

Los rn1úlisis cstndíslicos se realizaron con una prueba de chi-cuadrada. con corrección de 

Yates. Los valores ele p (dos colas) menores o iguales a 0.05 fueron considerados como 

significativos en todo,s los experimentos. 
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7. Hcsulta<los 

CuHivos de sangre entera 

E.fectosde SAkl sobre la ji·ecuencia de células co111\IN 

Paru evaluar los posibles efectos de SAM .sobre In frecuencia de ivlN se utilizaron distitilas 

conccntracio1ies de esta sUsfanCia (O. 17, · J :-7 ? 171irVI). La figur~-4 llrnestra it1 ¡)roporcióÍ1 de 

células binucleadas con MN (CBMN) y puede observarse que SAM no incrcrt1cntÓ este 

panimctro en ninguna de las conccntrncioncs utilizn~as coinparado con-:cl c6~~ir¿L:·~n cs~a 
'-·· ,·.-: .. ,, . ., 

111is111a figura se muestra e'! efecto de lu od111inist1:ación de distintas cóncc.'1ir'géi~hcs dé 
,·~·:· i', ~<-; >:;,~. -_ 

SAfvl en cultivos tratados con NaAs02 a, una> concentración 'de fQ ;~1M!ts:A~l}rc'~fru(} 
' • .I .:;; :~;_,- ·º'~ :t4;j:,-, ·.~.' ,,.· .-;,-:;-~ ·_ ',::, 

significativamente (p<0.05) la frecuencia de CilMN inducida pbrNaX~q~~c;f;pú'~i8tic1:a de 

las concentraciones utilizadas.>Porotro Indo, SAM· no cambió la·fr~~tl~l~g}~~Gc'-&BMNen 
<·- '·' ' 

~ -, >'~1:'/• ··. ''. .. '.· .. :·.: . ' ,- '.' ,. 

cultivos tratados con alguno de los dos agentes alquilürltcs 'cMrvrC;J: C:1~;·, Eig,, SA~B). 
' - -- , - . · .. '· . ' . " . - ! :·~- .·• - . _,,;· .; -,•,.• . ' . - : ._, . . - '. -

, :, ~·: 

Aunque disminu)'6. éªsi:un 50~ ·la prÍ>porcit'in de l'vlN · indüeicln · p~r SOÁBZ, un inhibidor 

de la polimerización.de tttbitliná (Fig. 5C; 1-> ""0.05). 
- - - - -·- .-, .,- . -

4fectos de SAÜsblJ1·;;:M)Jrb/ife·i+1ció11 celular 
. -_·.:.>. \'.t;:·,;;t~~-'-t<:~<'."' .. ' 

·; .. _ .. , 
La tubla IV mtieslrá él~Jeet.~ clCdistintos lratnmicntos en la proliferación celular evaluada 

por la frccucnc:iti ;de ·célülas qllc se dividieron una vez ci1 cultivo (cél'ulus binuclcudas). 

S/\M no alteró la proliferación celular, 111knlras que el porcentaje de células binuclcadas se 

redt1jl1 en cullivos tratados con Na/\s02, MfVIC, o CIS indicando un rctrazo en lu 

prolil\:ración celular. EL SOABZ no 111odilkó eslc parúmctro. La proliferación en los 

cultivos con SAM y NaAs02 se recuperó conforme l<i concenfración de SAfvl se 
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incrementó. Sin embargo, SAM no protegió a las células del efecto citotóxico de MMC o 

CJS. 

Tabla IV.- Efecto de S-adcnosil-L-mctionina (SAM) en el porcentaje de células binuclcadas 

despué:-; de 24 h de tri1tri-miento con difcrcnlcs ngcntcs: Arsenito de sodio (NaAsO~. 1 O ~Llvl); 

mitomicinn C (MMC, 10 µM); cisplatiuo (CJS, JO pM); y sulfóxido de albcnduzol 

(SOABZ, 1 O ~Llvl). 

Tmtumicnto Linfocitos hinuch.:ados (~;>) * --
Control 78 ± 5 -...... 

SAM 0.17 nM 78 ±4 ---
SAM 1.7 nM 80 :!: 1 -
SAM 17 nM 78 ±4 ·-----

Nn/\s02 43 ± I) ** 
NaAs02+SAM 0.17 nf\·I 50 ±JO** --
Nai\s02 +SAM 1.7 nM 67±11 
NaAs02 +SAM 17 nM 66 ± 5 --

MMC 26 ± 7 -· 
MMC+SAM 17 nM 32 ± 9 ** 

CJS 36 ± 6 ** 
t---

CJS +SAM 1 7 nM 41±7 ** 
Al3ZSO 75 ±3 ·-

ABZSO+SAM 17 nM 75 :!: 2 ·- -· 

* J'vfcdia y cksvindón cstúndar de 4 e~;pcrimentos independientes; ** p::S o.o 1' X2 con 

COITCCl'ÍÓn de Yutes 

Co11ce11tracio11es i11trace/11/ares de SA A1 

l'arn nnalizar si la reducción en la frecucuciaúc MN por Na/\s02 estaba rclm:iunnda con las 

alteraciones en Jos niveles inlracelulnrcs de SAM se evaluaron las concentraciones 
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intracelulares ele esta molécula. Los resultados inJican que ninguno de los compuestos 

probados redujo de manera significativa la conccntració1dntrace,l.\.llar<le SAM después de 

24 h de tratamiento. Los cultivos tratados. con }Ja¡\s02 Y, SÁ~(111pstraron:un ligero 
:::: :.<,') .. 

incrcml!nto de SAM intracelular (0.2 ng/ml .con Nu/\so~ y'ü,31~g/í11l :6611 Nl~AsO;iyS/\M), 

esta diferencia no fue estadísticamente signilicalivri (Tabla V). 

Tabla V.-Efecto de s-adcn~sil-L-mctionina (SAM), arsenito de soclió (Nat\s02) o SAM + 

Na/\s02 en la concentración intracelular de SAM en linfocitos de sangre entera después de 

24 h de tratamiento. 

Tratamiento Porccnlaje I SAMI n~/ml 
CONTROL 100 0.23 

SAM 10·1 · 0.24 
NaAs02 91 0.21 

NaAs02+ SAM 128 0.30 -

Cultivos de linfocitos aislados 

Dado que algunas de las metodologias empicadas requerían del uso de linfocitos aislados, 

se realizaron experimentos para evaluar la frecuencia de MN indllcicln por SA:M y los otros 

ugenlcs xcnobióticos en cultivos de· linfocitos aislados. Las figuras G, y 7 muestran la 

frecuencia de MN en linfocitos aislados tratados con NaAs02, SOABZ, l'vIMC, o CIS. En 

general los resultados fueron sitililarcs; no obstnnle que las células tratadas con NaAs02 

fueron nuís sensibles que los cultivos de sangre entera. Los linfocitos tratados con CIS, 

Ml'vtC y SOABZ tuvieron frecuencias muy i:imilares a las que se encontraron en linfocitos 

de sangre entera. La administración de SJ\M redujo el número de cl!lulas micronuclcadas 

en los cultivos tratados con NaAs02 y SOABZ, no así en aquellos tratados con l'vlMC y 

\ 
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CJS: El tratamiento con CLC, un inhibiclor clúsico de la polimerización de microlúbulos 

indujo una frccllencia elevada de MN en c:1tlli\1os de linfocitos aislados, efecto que fue 

prevenido por la adición de SAM (Fig. 8). l\licntras que de los cuutro agentes dcsmelilnnlcs 

del DN/\, sólo 5-/\ZA incrementó la frectK•neia de l'vlN (Fig. 9). Sin embargo, S/\M no 

modilieó signilicnlivamcntc Ja proporción uu células co11 l\/IN inducida por 5-AZA (Fig. 

1 O). 

Mctilac:ión global ele/ DNA 

La tabla VI muestra que ninguno de los agentes químicos nllcró significativmnentc el 
' : ' ~-. . ' . . ' . 

poreent:tjc de citosinus meti!adas, a excepción del control posili\'9, lu5~AZA, la cual redujo 
' ".·.··. \:.·' \'..~-:: ·,:'·.·:,·: .... · '.. ' ' 

un 36% las citosinas metiladas con respecto al eonlrnl, este cvci1to fue contrurrcstado con Ja 

adición ele S/\l'vl, si bien no sé recuperó hw•la 11n 1 OO'V.1, sino sólo un 85% con respecto ul 

control. 

Alteraciones en In morfología y distribución de los microfúbulos 

Sc analizó el <.:fc('lO de SAM sobre la inll'gridad de los mkrolúbulos cuamlo estos fueron 

tratados con Na1\s02, SOABZ y CLC. Como se muestra en la figura 11, las células tratadas 

con S/\M moslrnron una integridad y organización ue Jos nJiefo(úbulos muy .similar a la 

que presentaron las células control, por el contrario, In~ c:Ólulas tratadas con NaAs02, .· . ..···'·. . . . ' 

SOAl3Z o CLC cambiaron completamenlc la orgnnizáción 6 Ínclusivc IÚ inlcgritlacl de los 

micrul lllmlos (Figura 11 ). Sin embargo. !:mio In integridud como la organización que se 

había perdido con el tratamiento se rceu1K~ró en m¡ucllas c<.Slulas a lus cuules se les 

administró al mismo tiempo el tratamiento de SAM (Figura 11 ). Lu Labia VII muestra el 

promedio dc tres experimentos del efecto de Si\I\' ·' · · · ·. · ~ · · células con 
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alteraciones en el citoesquclcto de tubulint1 en un to tul de 100 células. Los. tres agentes 

ulilizndos ·incr~mentarqn ~.ig~ificiüiyamcntc .. el :númcro¡lc cclulas con _alteracio1ies- en el 

ci!ocsquclcto, sicncfct efGbG ~lr1gcntc'c1u~ ÚidtÜo h1 frJcuclteian1{{s al!a. SAM fue capaz de 
~·,:~::· ,' ~-':·: ~'':'.~:~~·.'.,·: .'o:·· e -

reducir el 11i'.m1cro clcrÍ!s!a~ ~ilerriCi~ii'cs i:n todos los casos, hasta un 69% cl, 11ú1~1cro de 

células 6011 alleraCiq~1ds'~1i;fos ~tilti\•os trnlttdos con NuAs02, entunlo que en aqúcllos 
.. '·· •. ···1;.,'."··1· . . •.. ' - ·-

- . - ': ;' -~,- ' . -·. :'; :·.,.:. : 1: . ' . - > • - - - - • 

lra!udos con SOABZ reduj9 un 46% y en los lratudos con CLC la dlsmiimción fue de un 

22%. 

Tabla v1.~ Electo de S"ade~osil-L-:mctionina en el. porcentaje de 5-mctilcl.csoxkilidina en 

cul!ivos lratrn.los. coi1.arscniio de sodio (NuJ\s02, l 0¡.1M), sulfóxidodc. albcnd¡1zol (SOABZ, 

1 O ~1M), cisplútino (CISÍ,O ~1Ivlfy ~~az:.1citidi11a (5-AZA, 1 O~tM). 

Tratamiento % 5-fvlDC 

l'vl cdia DE 

CONTROL 4. 12 0.25 
-·---- ---------t 

SAM 4. [J 0.96 
------ ----·---1 

NaJ\s02 3. % 0.37 
- ·-·--

NnAs02+ SArvl 11. :n o.s2 
----

SOJ\BZ 4. 01 0.'-19 
-~- . -

SOABZ+SAM 11. l I 0.18 
.. ---

crs 11.1 
- -- ...... ------···-----

CIS+SAM •l. :; 0.5 
-- ---· . -· ------ --- --·----- ---

5-J\ZA 2. (¡.¡ 0.28 11 

-
5-AZA +SAJ'vt J,t 1 ·J -- -o. lfV.-c --

---
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Resonancia Nuclear Magnética 

Los ensayos de RNM muestran que no existe ningúntipode'desplazamientodclas señales ,· ' ·> ( . - .. ' 

<le los útomos de 1-1 de la molécula de SAM euahd() se p()nc .en' solu~i6n con NaAs02 
• -,e' •• ··•:;. > .. · ..... ; -.. . . - • ;- '.·.-· ,: - .. - - ' - . . . . . ··~ 

(Anexo 3), lo que indica que no existe. 11ingím ti]'io C.1~ intcrac~ÍÓn qi.thr1ica ci1trc mnbas 

moléculas en el. meaio extraeelularcapaz de iéslarlé i·cactiviélacLal NaA.só2 pal·a causar 

daño ni DNA. 

Tabla VIL Efectos of S-adenosil-L~mctionina (SAM; 17 nM) en In frecuencia de 

alterncioncs en Jos microtúbulos (MT) y células con micronúcleos (MN) en fibrohlnstos 

tratados con distintos compuestos. 

Tratamiento Altcrncioncs de MT Células con MN 

(media°lii :l: DE) ('~n 500 células) 

-----------· 
Control 3.0± 1.0 4.0 :l: 1.0 

---
SAM 4.0 l: 1.7 4.0:l: 2.0 

Arsenito de sodio (1 O µM) 22.3 ± 2. 1 i'i, 13 15.7±1.5" 

Arsenito de sodio + SAM 6.7 ± 1.5 e 5.3 ± 1.5 e 

Colccmid ( 1 O ~1M) 
77\:íl ___ 

61.3:1:3.5 . 8.0 ± 1.7 

Colccmid + SAM 47.7 ,1:2.s i'i.ii 6.0± 1.7 

Sulf'úxido de albendnzol (1 O µM) 21.1 J: is'"··;- 6.3 ± 0.6 

Sulfóxido de nlbcndnzol + SAM 15 .o ~~1r:-ri. e 4.0 ±o.o 
-------

DE: Desviación estí111dar de 3 experimentos; " p :SO.O 1 vs control; u p ~ 0.02 vs SAM; e p ~ 

0.05 vs tratamiento sin SAM; p de doH colns. X2 con corn.:cciú11 de Yates 
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TR/\T AMIENTO 

Figura 4- Efecto Lle varias concentradoncs de s-ndcnosil-L-mctionina (SAM, 0.17, 1.7 

y 17 nM) en la frecuencia de micronúcleos (MN) en linfocitos de san~rc cnkra 

después del tratarnil'nto por 24 h con ~· sin arsrnito de sodio (NaAs02 ; IO~tM). Las 

barras rcprcscnfan la media de seis experimentos y sus llcsviacioncs l'St:índar, las que 

se e11cm·nln111 a la izquierda dl• NaAs02 son los cultivos con SAM solamcnlc )'las (fUC 

esf:ín a la derecha tiene disCintas eouecntracioncs lle SAM ni:ís el NaAs02• 
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Figura 5- Efecto de la s-adenosil-L-ml'lionina (~·i,.\i\I, 17 nM) sohrc la frecuencia de 

rnicro11í1clcos (!\IN) inducida en linfudlos de :-angt·e entera por A) 111ito111k:na C 

(MMC; 10 ~tM), B) cisplatino (CIS; 111 pM) y C) :mll'thido de alhendazol (SOABZ; IO 

¡tM). L:ts lrnrr:1s representan la media tll- sl'i.~ c·~.ptTimcntos imkpcnr!icnlcs ~· sus 

desviaciones l'.~t:índar. 
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Figura 6- F.frcto de la s-adcnosil-L-ml•fionina (SAl\I, 17 nM) sohn· la fn·cucncia de 

rnicronliclcos (l\IN) inducida en linfocilos aislados poi·: A) arscnilo de sotlio (NaAs01 ; 

10 pM) ~· B) sulíúxido de alhcndazol {SOAllZ; 10 ¡tl\-1). Las harras rcprc·;cntan la 

media de al m•:nos cuatro cxpcrimcnlos indqwndit•ntcs y sus dcSYiacionl'S t•st:índar. 
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Figura 7- Efecto de la s-adenosil-L-111cfio11ina (SAM, 17 nM) sobre la frecuencia de 

mieronúeleos (f\lN) inducida en liníol'it11:; aislado.~ por: A) mitomidn:i C (1'1'1MC; 10 

pl\I) y B) ci~11l:1ti110 (CIS; JO µM). Las harras rcprc~:rnta11 la media dl· al mrnos c11:1t.ro 

experimentos indq1cndicntcs y sus dcs,·iacioncs l'';l;íullar. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



100 

z 80 f-íl'.l 
u 

'ji 60 
o -X 40 
~ 
~ 

20 

o 
CONTROL SJ\M CLC CLC+S/\M 

TRATAMIENTO 

Figura 8- Efecto tic la s-at.lcnosil-L-mclionina (SAM, 17 nM) sobre la frecuencia de 

micronúcleos (1\ IN) inducida en linfocilns nislado:; por colccmid (CLC; JO ~tM). 
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Figura 9- Efecto de varios ngenks dcsmctil:mtl's: 5-azacitidina (5-AZA; lO ~LM), 

hidralacina (HIDRA; to ~tM), etionina (ETIO; JO ~LM) y proc~inamid:t (PROC; 10 

pM) sobre la frecuencia de mieronúdcos (MN) inducida en lirrfocilos aislados. Las 

barras rcprescnl:111 la media de al menos cnalro cxpcl"Ímt•11los imlq1cmlic11tcs y sus 

dcsviacio11cs cst:índar. 
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Fi~urn JO- Efecto de In s-:ulenosil-L-mdionina (~'hl\ 1, 17 nl\'I) sohre l:i l'n:rncnci:i de 

micronúcleos (MN) inducida en linfocitos aislados por 5-nzacitidina (S-AZA; to 1.1M). 
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CONTROL SAM 

Al~SENITO DE SODIO 

SAM +ARSENITO DE SODIO 

Figurn 11- Ejemplo dl• los tipos de morfología del citoesquclcto prcscntndas por las 

eélul:1s ante los cl tratamiento con arsenito de sodio, s-adcnosil-L-mctíonin11 (SAM) y 

SAM m:ís arsenito de sodio. 
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8. Discusi1ín 

El metabolismo de los grupos metilo es unapieza clave para el mantenimiento y control de 

una gran variedad dcJuncione~;cclúlnr~s. Urin de las moléculas principales que se forrnnn 
~ : · ... _ · ;. ·,:~.· · ~::- ,~~~;~~-:~: ·_:-~c;t<:~:~~-~+~; --~~f P(~ '~~~-~~;~~- ~~~'.{'.~/, ~'.~T:-:.: -'._::'"~:.;~_:_-:;>--~:-~: ~ -. . --, . . . ~_. ·.<-

duran te csle.c1clo.·cs ·SAM(Lu,"·2000;;Po1ncr,_ctaL, 2003) .. La unportancm de SAM·radrca 
-_-'.: ··'.:'.",,oc·.º:··, . -:·;.· ·1,:;i·.-:--'._:'.·;.¡;::.. ::t:'<-·-;- ;_ ·;·:<"··.1··,,.,_- ::-:·~·-· '. 

··,::,_:-:¡ :;.;.,, : .\ . ) . :....~·· 

en ser práctiéamcrítc el único d6ría'dotfüc~;gfúpo"s':í1i6ti10 disponible tanto en procurioliles 
·- --·· ., ·-'·· - -·"·· ... ··-=·t.·.- )'._;- "'-:--~~i<- '.-~·_;-.··,º' º~-_,'.-.\:·".':}.;{~:. ;''.·~·_ .. -·,.-. 

como ci1 eucuriontcs, adet'nás e~t~'.'cbh1ptJcsiÓ'..J'~'hndispensable para In transulftrración y 
. - -- - . , . '. ' - '.'- . i.::·: ~. 1,:_,:/'." :· ,·-, . ' . 

-

aminopropilación de otras móléculns, lo cúill l1a6~ que e). número de reaccione~ quhnico-

biológicas en las cuales está involucrado.sensólo supárado por el ATP (Chimig etnl., 1996; 

Ltt, 2000). Cuando hay altcn1ciories .eí1 el.· mc1M,ó1i~n19 de) os grupos. mctil9 se~ i11ducc una 

deficiencia en In biodisponibilidad de SAM cuyas, cóns~~uc1foias pueden llegar a ser tan 
' . . . 

graves comó el dC1?urroUo de enfcrn~edadcs cardi9vascul.a~es y neurológicas así como el 

cáncer y la diabe!cs (Paulsen y Fcrguson-Smith, 2po 1). Las fallas en el metabolismo de Jos 

grupos metilo pueden ser originadas por dcfc<.~tos en las enzimas que participan en este 

proceso, por deficiencias nutricionales, o bien por la exposición a agentes químicos. 

Compuestos halogenados, anticonvulsivos, antimetabolitos como el mctotrcxatc, la 5-AZA, 

Ju ctioninn, y metales como el zinc, el arsénico y. el cm.lmio, son algunos de los agentes 

químicos que pueden modificar la disponibilidad de grupos metilo y de esta mancrn)nducir 
. . '. ;. ·::' ., : . . ' ~,, , 

algunas enfermedades relacionadas con deficiC1icias en grupos 1rietiló (Poiricr él nL, 200~). 

Los mecanismos mediante los cuales estos agentes químicos inducen dichos efedós aún no 

están acÍarndos completamente, pero existen evidencias que indican que las deficiencias en 

componentes del metabolismo del grupos 111ctilo causan cambios cpigenéticos, como 

alteraciones en el estado de metilación dd DNA, nsí como también un incremento en la 

frecuencia de daílo estructural y numérico en el DNt\, como rompimientos cromosómicos y 

l'vlN, qw.: pueden asociarse a enfcrmccladl's como el cúm:cr (Estcllcr y 1 krman, 2002). Por 
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ejemplo, el arsénico es un carcinógcno humano que utiliza al grupo metilo de SAM en su 

metabolismo, por lo que es cápa2: de -reducir la biodisponibilidad d.c esta molécula para 

otros procesos biológi~os y de inducil· clnfionl D~A (Zlmo el ni., J 997). ()(1:0 ejemplo son 
·- ._._ -'·"',. ---· - -- - _-, -· - _-,_-_- __ . '.-· 

los compuestos poÜhulogenados . ~omo el tetracloruro ele carb()ilO y '1~s dioxinas, 

compuestos que's,cm c~rC:in()gfoiéos y que ctiusnn alteraciones en Ja dir,pónibilidad de SJ\M 

(Poiricr etal., 2003). 

Basados en lo anteriór; el objetivo del trnbujo fue analizar los efectos de la administración 

exógcna .'de. SMv1··· eril~~;rr~·¿~~pdia~dd l\1t'J)nd).lsidu 1)or'Na¡<\sO;iy. otrqs.~ompucstos en 
, ·:---: ~·-::'.·:::; :\j·{\_ ?~~~'·¡_·:-:_ -~~~:-.:\~-~-!~ '1:~~--?>::·/~~;~,~.: ?}~p:: ·'~;~)~-;>--:-~;>;.ü~ .. )-f ~~~;-:~::,; i~t/: ·:. ;~--~\ .. ::u·. _- -_- :'.-:~_·_ ~'.~: ·::- :_>. .. _ ::n~~-.-_· ·1-~-? y: :·:_::::1':,:· : . . :- . ~- ·: _-_ _ · .. -· 

f infoci tos. hLmlanos ff.íl~t~qg~:l/(y(ll;g;y}Jpt?1;Í,1j i14lt'. si: luJci,s can1bfos 'cstt!.~~i1 .,q. /lÜ. rclaciol1UUOS 
·:--.. _ .?>. ... '.·-.-~~; · ~:?.-~~ .. ,.~ ;~;rt:-i?!1.~·~:-~r~;-~i:~~tf((~~\-~::t2i~~:>~.-.:--~"-~-... _._::· ~·-·<:<~~:-:/. -.~::· __ :_ · .. ;:~; ,:: -.;'.;::;-__ .·~::·,:-\-- .. _ ::> <>:~/; -_ ·> _ >~ .. " _ i 

con las altérácioifos cn•las· conc:én@ciohó~irltracélularésdé:S.i\M:Ylffmetilücióh del. DNA . 
. . ' . _,.,~-:'> ,. ' ·'-·· ·--~· ,_. ~·- . 

Adcmí1s del NaAs02 se ,á11áliz~· cff ef4c:t8 ch.:I SOA BZ, uii ~c:ii~iit1Jd,uzol. cúrbamataclo que 

altera el citocsqucleto ·de.tub~Hn~, Ju Ml'v!C y el CfS quc'son,::a~entés .alquilantes que 

producen rompimientos cromosómicos. Estos compuestqs fueron probados tanto en 

cultivos de sangre entera como en linfocitos aislados; EJt los' cµlth1os de linfocitos aislados 

también se analizó el efecto de CLC, un inhibidor de la poiimerización de los microtllbulos, 

y varios agentes clesmetilantes como la 5-AZA, Ja etionina, In hidralazina y la 

procainnrnida. 

Los resultados en cultivos de sangre completu mostraron que SAM rcdltio de manera 

significativa la frecuencia de MN en las células tratadas con NaAs02, n diferencia c.h.: lo 

observado en aquellas tratadas con agentes ulquilanh:s como la MMC y el CIS en las cuah.:s 

SAM no fue capaz de redt{cir la frecuencia de MN. De manera inlcrcsanh:, los cultivos 

trnlados ccm el SOABZ. inhibidor de la polimerización de tuhulina. mostraron un 
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comportmnicnto muy similar al de los linfocitos trntados con NaAs02 y SAM. 

Actualmente no cxisteti'reportcs-~accrcn de la influencia de·. SAM sobi·e ·.·ninguno de los 

efectos del NaAs02,··~unquc silos lmy.nccrcu delefccto_protector dclácldo}róiico, un 

precursor de ·sA~;·.c~1lti~1·a.to~i~i1a~···inducidu por .el NuAs02y. ~umkiabB1if~::i11~:i;ado, el· 

Oc ido ·di•TI~t;);fo\~'f ~t~~~~:''~l.,?o~O). · ,icsúltu inte.C~Unte ªf •%l!\?,~~~~i~Í)~n~Íá~ido'. 
fólico como el.S0fvFmuestrenún· efcéto protector. contra· la _.toxicid,ád~leI••N,·ª~sQí,J~n1und? 

en cuenta .~uC 1~h,~?16,; dii~\i~~ goypos metilos es "~clu}i\;.c1~~¡t~~~~i~~É(u" cr· 
ácido fólico es un p1;eeurso1;dc SAM; ·es posible que el efecto ¡j1;dtcct'o1• d~F{icid1·)'J'ólico se 

.·· ·'..- -_ .. ~ ·: · -'. :·:·, · :·:</. _ ~ :· . ·.. , _ . ·_ · -· _ _· .. : -- -~_:.;:_. ::~-::_·.·:·:<·:<_~~·:·:~-/~~;?~:~~;-;- :~/t(·>:_~1:~~~\~;~1s~:-~\í~~-¿: __ ::~;;?~:-~---::~:"~\ ::· ..., · :. 
deba a una nmyor dlsponibil idad de SAlvl. después •de Ja a~1t1i(1ii~(¡;~~l46~~~cl_{pl·iíncfo. Sin 

· . ·' ~·::·~~ __ . ~ .. :::~- --- . · ,- · .. ~: <··:: ~~/::r- --,i,'.:1.~:,-:,~~:\!-~t_-~;:J~':':::-~~~~11~\if.~~~\ft::;):'.;?~ft-,·i"'.~'~: ... -... ; 
embargo, debido a qúc:~I .ácid~ fólico es necesario .pa.ra la síiit~~i.s¿'(J2'!~,i!11j,í~u,:_g.~parti1\'de 

uracilo, también es• po~i~l~·'.q~~ S~I efecto protecto1· ~e,'~~b~;.'.~{~~i1ti\ztc~~w~~~~i'?1t:'ck las 

rcs~~rvns de timina (Chqi y MasOn, 2000). La clismim1~ió11•:gsl'.Ü1füJ1~:"-_c1.~··¡'riJ~«:é1u11lsscha 
· · ·· .. ·. · · · .:,·r~'<:t'-:.'_-:<·:\·> i,'.~ ,'~= .. ·. :.':":'.·., ;i-~_::-·---'---~;~ '.:.- ..,- :.·: ·-_:::·.' ·. 

asociado con un incremento en el porcentqje de rompii11ie11fc}scról}losÓ111i~os C(lttsados iJor 

In incorporación inapropiada de uracilo y no de timina~ri\~{B~~;p'.()¡. otl'o lado, algunos 
. , .. ,,: .. ··.···.;5.;·_:·:''.--'.' .,. __ .. ' .-··· . -

estudios q11e señalan la importancia del estado ní!ificl§1Wii. f3<Íí'.~iJos cfoctos tóxicos del 

arsénico, como el realizado en Bangladesh (J\nai'l·~{c cfáí)2ob2 :Y Rahímui eta)., 2001) 
~.:',{¡.·.. . ('' 

que muestro que los individuos alimentados tÓ11 dietÓs polji·es y expucslos cróúicnmcnlc a 
._.· ' ·, ·, .. ,. . 

arsénico desarrollan más tempranamente lesiones en Ja piel y otros sfnlomas causados por 

arsénico, inclusive a concentraciones 1Ílc11orcs qlle lus de otras poblaciones alimentadas con 

dictas más nutritivas, las cuales tuvieron menores efectos tóxicos provocados por el 

arsénico (Ruan el al., 2000). Si bien dicho estudio 110 analiza el papel específico de SJ\M o 

sus precursores en los efectos del arsénico, de numera indirecta sus resultados apoyan un 

posible efecto protector de SAM sobre Ja gcnotóxicidad del arsénico. 
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Para evaluar ·que el efecto protector de SAM no se debía a una interacción química 

cxtrncclulur que inactivnra al NaAs02, se rculizaron ensayo~ de· RNM. Estos análisis 

demostraron que no existe ningún tipo de interacción química entre S¡\M y NnAs02 en un 
·--' . 

medio extracclular, lo cual sugiere que SAM estít involucrado ~1ctiv11mcntc en Ju l·educción 

de In frecuencia de MN inducida por el Na/\s02. 

Otra posibilidad que debíamos descartar era la influencia de. la proliferación celulur en la 

frecuencia de MN en las células tratadas con SAM Y los dÍsÚntos ngc1ítes químicos . . ' . .· - _ .. •': ' -· .-.· ...... . 

utilizados. Los .MN· requieren deJa:diyJ§iól}•.rí~cl~m·para .su dprcsi_úh (F~\}C:éh .Y Morley, 

1986), c1e muriera que. si e1 sXNi/r~,~~<l~~ª 1~1 JJroilrcradió11 Je: 1as ~~i'Ji~/frn1ac1as con 

podría deberse a una menor cx¡)Í'csjóh 'del dufío cu usado pot; mribos e.cím¡iuéstos y i10 a un ,_, ___ ' . " .. _.,. . - . .· .. - ' '. --: - . - . . 
- . . ' 

efecto protector del SAM. Sin cniburgo, la rcduccióli en ht Jrc~iiC1iéiÚ de. MN en los 
:,·. 

cultivos tratados con NaAsQ2 estuvo ucompaíladu de un ~l!i1~~{9.:~b·;1a 'proliferación 
-_,_,.,, ,. ~> ,. 't~', :: >:o;· .-. ' 

celular, micnlrns que .el 'SOABZ no alteró IU'· proliféi·~2i61{ ~éllt!ffl·, ·C:ot11o lo habíamos 
-, j;<_.: ·:~;:~·-··:-_, :--'::·:: 

reportado anteriormente (Ranifrcz et al., 2001 ). Por iótÍ~o.JÚÚo/·1~1s'66H.Hús. Lrt1tucl::i~ con MMC ... " ·- - ' . :__,-~'-\:i-'-~.~-, '~-;;/~~-~~:{,~~~·. --,-«· --~ - ,._ .. ' 

o C 1 S 111 ucstron unadismint.ición en· su prol i forricióí1 ~j¡¡ :a<l1t~i¡;f sda~iót1 de. SAM no al tcró 

estos resultados. Por lo que podemos concluir qüc lá rcdüceió.11 de la frccllencia de .MN en 

las c<Jlulas inducida por SAM en células lratudas conNaAs02 o con SOABZ no se debe a 

una disminucic'.111 en la expresión del daiio causada por alterne iones en la proli fernciún 

celular. 

El siguiente objetivo fue .evaluar si In mctilación del DNA y los cu111hios en las 

concentraciones intracelulares de SAi\·! podrían jugar algún papel en el dl.·cto protector 
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observado. La evaluación dt: la concentración intracelular de SAM, sin embargo, demostró 

que los cmnbios en este párárl1ett'o ~or,cl ti·atmniénto·con Naí:\s02 son 1i1ínimos y lo:rntros 

compuestos tan1poco altc!ran las concentrncioncs infr~1~cltilart!s dc:~S(\M; La .adición de . ·- - ,_ ~ - - -- . . . . - . --- . .-- . -- ' __ ,, . ·-- -·. . ' . ' 

SAM a . los cultivos t;atad()s con NaAsO;i incrcmc1ita ligc;:amé'nte d concentración 

intracelular de SAM, pero nuevamente de manera poco sfgni 11caÜva·.· 

Debido a que la determinación de la metilución global del DN¡\ se. debe hacer en. células 

aisladas, aí1tcs de poder hacer estos expcri111c11tos se corroboró que los cfcéto:f ()bscrvudos 
' . . ·. '··- •.;.·, .. ·· ;-·:- .-, -·--· ... 

en cultivos de sangre completa eran rcproduCiblés cü cultivds de Ilnfobii~s ~isiúcios. Los ',' .: .. '. ,.,,_,. -"··'- -·.';·.'··., ... , ... ::,- /""·.···/}i--::~'.·-. :<« ', . ' 

resultados mostrnron que el efecto protC:ctÓr d~ SAM 911llnf9citos fiisf1a9s'Y'tratado~ con 

NaAs02 o SOABZ era similar. al ob~ervad~ en sangre completa, de·lh 111is111n nrnncra SAM 

no n.:dqjo Ju frecuencia de MN en células tratm.lns con MMC o CIS. 

Los n:sultaúos del análisis de 5-MDC mo~;traron que ninguno de los agentes probados 

altcrú el porcentaje de citosinas mctiladus a excepción de la 5-AZA (control positivo), 

efecto que fue reducido con la administración ele SAM. El trL)tamiento con Nat\s02 no 

indujo 1111 estado de hipomctilación global en el DNA, com~ yn se)m reportado en otros . ... ,._ ,, .. ;· . 

º- . •·• • 

estudios (Okoji el ni., 2002). Esto puede ddicrsc a que ta11lo cl:.ti~lnpo de tratamiento como 

la conccntrnción de NaAs02 fueron menores que en :los. cktudios. citadÓ:i. Este un{11isis 

mostró que en nuestro sistema, los cambios en el estado global ele mctilación del DNA 110 

eslán involucrados en la reducción de la frecuencia de MN observados en los cultivos a los 

cuales sc les administró SAM. De hecho, estos cambios tmnpoco cstún relacionados con la 

induccilin de MN como lo sugicrcn los rcsultudos de los experimentos dc lcrn ngcn!cs 

dcmnctilnntcs. A excepción de la 5-AZ/\, ning(mo de los agente clcs111cti lantcs del DN /\, 
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que evaluamos, incrementó la frecuencia de MN en linfocitos uislados, aunque de manera 

muy discreta; además la adici,ó1i;de SAJvf · fr:Ios cultivos, lfat11dos con 5 .. AzA ~~o revertió· Ja 

formación de MN. Es posible qüc ~I mccunismo 'por el cÚúl lu s~AZA i.:nusn un ligero 
. , - .... _ .. , ' .. ;' ~:--~~-~-=-------, --;·>' . - -~-~--- -:· - . ·-- . _- -· -

incremento en la frectlencin de·M1'-L'i10,cstéús()Ciadá a·s;1 capnCidad 'üesmetilantc del DNJ\ 

sino a otros meeri11isT11os,~icd~~c)~:ro(cjcrnpl6 1d iritcffer6nciá con el runcionmi1i1.mto de· la 

topoisomerusa JI (Stopp~1' et aL, Í993; Stoppcr el al. 1995) induciendo rompimientos 

cromosúmicos que puédcp obscrvn~se como MN, adcmús es importante resallar que estos 

últimos resultados sobre.Ja frecuencia de IVIN no pueden explicarse mediante las 

altcrnciones.en ·la 1rtctiÍaCiÓ;1 d~tiIJN/\,'yá~1,ue S/\~J fue capaz de. restablecer en. un 60% el 
~-'. .::'' ;•_::;Í~ _§:~~:.,- .. --.~~;:f_-,_ . ' -,: .: 

porcentt\ie dc.·S'-Iy1J:)C.~n;l~s;:§l.11Hy9s iri~tadqs con 5-AZJ\, pero no redujo,Jii frecucnciadc 

MN en estos· n~is~~~J,~Wfüt~'~/'K ct1nlnucvumenle sugiere que ambos·~Vc~Üos'no· .. eslún 
.·.o·;:::·. +ir:.<~~.<,;·.'.-!>:.<;_..>~.'~:, ... ·,'.'.';"<'.':- ·,- - :." ,. ·~,.· .. :,,-.. :..:./·- .. ~ .. 

que no existe una relaCioi1:e11,liOtcrcctos de SAM sobre la hipomeiiladó1Undueida por 5-

AZA y la frecuencia de cél~fasJ:nierolluclcmlus inducidas por este comjmcsto, podemos 
~ . :_ " . . -

com:luir que los eambigs ei1'~{c¡ti14~ aC:mctilaeió~1 glolml del DNA no están relacionados 

con la reducción en ta/Tr6'cÚ~1\c,Í~·"d~. r\iÍ1'l J11dt1'éidu .·por• SAT\'f; ·sin. cnibái·go,'..n6 se puede 

dcscarta1· qt1c .exista11·i~~~;;;~~J'.~"§;l¡:.1~1~ti¡~~i'.~A~~~L·1~:.afcpfol~(~ ,fcgio·1ics •... c~peeílicus ·ele lo 

cromntina o n un nú111e~Ó~dd(íB'íJd~dg:~d¡\~;¡:,1J¡j,:Jo\qi1c7til{ csÚ1di"b;'f(1li:11l(rd61Jecxplornr esta 
. ;' .. · ' ''?·~·: ~::·? :~t:~;~: .. -· ~~·-~~ ."'. ¡-· .. : - - • .' ' '":. ,.· • - .·, ,7'. . ·_,., __ ,- '"1~-: .-' _· -~;-. ··~~:;::~- ·'. :');:<·-: --: -... ·'',é," --~~ '· -

posibiliducl. Por ejc1úpfo: sc:lsabc c1u~; la rcgióri· celHV6h1J¡;¡¿.íi de k>s cromosomas de 
. : ·:· :_ '::: ':--'<._; 1 ":.--:,_,· ··.: :~:--.: ::~'.\:,·":'~\'"'.·.•,.-';'.:".:~<i.<:>·,·,d_'_,·:·;_ .... - ' 

mamíferos conlicrie sccü~ncias aÍfo-satélilc. altmn6:11c~repdltivas, este tipo de sccucncins 

también se encuentran en otras regiones que no forman el ccntrómero y se ha sugerido que 

estas últimas se encuentran altamente mctiladas lo que impide que se rormen otros 

ccntró111eros funeionnlcs en un mismo cromosoma (Ehrlich, 2002; /\mor y Choo, 2002). Si 

estas secuencias son clesmetiladas es posible que puedan funcionar como ce11trún1eros e 
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inducir nltcraciones en la segregación cromosómica en el momento di..: la división celular 

que incluso podrían observarse como MN. 

Si el efecto protector de SAM sobre In inúucdón de MN por el NnAs02 no es resultado ele 

alteraciones en el estado .de metilación global del DNA ¡,Qué otros mccnuismos podrían 

estar inrolucrados? El NaAs02 es cripnz <le inducir el daíio al DNA por distintos 

mecanismos, unode los. qtie se han propuesto son las ullcrociones en la polimerización de 

los l'vlT (Ramírcz c(al.~' 199?; Bemstmn y Nriagu, 2000), interfiriendo con la segregación 

correcta de los cról1~Ós6rnris durante lunn:ifosc-tclofasc, Este.es un n1ccanismo de inducción . -; . . -,· :'" ' .f ~ . . . . . - - . . - ' . . . 

de IvIN que clN'aAfoídolupartc. con el ·SOABZ; u11 inl1ibid01:de In polimerización· de MT 
::·· - ~' , -. . ,· ~- . ! : ,. - ; • ' . • •' .. 

• . .r, ' 

que indujo MN y ctlyo efecto tan1bién ÍUL' prevenido por la adición de St\M; Por lo que se 
: . ' . 

evaluó si SAM era capazdcf'prevcnir la formación de MN inducidos. por l1n iÍ1hibidor 
' - • ··- - :_ - ' •• - - • ·, -~ • • "< - - • - " • .' ; • - - • ·' •• '· - -

clásico de la polimerización de. MT, el CLC. Los resultados 1i10strriron: lln incremento 

significativo en la frecuencia de MN después del tratamiento eon:·tL8, ~,n tanto que In 

frecuencia de MN en las células tratadas con CLC y SAM disn1idl.lyó<S.l~i1ificativamentc. 
·: > • ' ;.', ~ 

Esto sugería que el efecto protector ele SJ\lvl podrfo csttir ¡:egt1lad(í'.j)pr ltl;intcgridud de los 
~ ;, :·;~~i_ ·~-;~:~ 1 ·cc:-.:,::~;'.~~,i~~;.-_ 

MTs. Para corroborar esta posibilidad se realizaron cnsnyos de 'int~gril:ÍnÜ} organización de 
'.'• ... - . - . ' ' ·- - : -~-- - - .. ·, 

MT en libroblasfos primarios ele humano lratados·co11 los fres agentes durante 2 h. Se 

decidió utilizar este tipo de células para focilitar el análisis de la integridad de los Iv!Ts ya 

que crecen fftcilmente adheridas a la superficie de laminillas de cultivo evitando nsí una 

mayor manipulación ele las células. Los rcsulli1clos moslmron que tanto el NaJ\s02 como el 

SOABZ y el CLC incrementaron el número de células con alteraciones y desarreglos ele los 

MTs, y que la administración de SAl'vl redujo lul efecto, sicuúo mucho 111ús evidente en los 

cultivos lrnlnclos con Na/\s02• En estas célul:1s se cvnluó si111ull{111camc11tc la frccucncin de 
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MN en ca<la uno de los tratamientos, enco11Lráu<losl! un incremento en el número de células 

con MN con los tres c~mpuestc;~ probados>°)' una disminución en la frecuencia de MN con 
'•: ·/,;" .•: ··.-<:· .. ::.:·'.' '-:·-. :· :- .. • ' ... - ' >··' ··- .· •.'. 

ta administraci¿tid~ sA.tvdbe'6si6~> Jato~·. se ructtcn comentar varit1s puntos.: r'dr un lado, 
· ... ;: ;~~\0~t;~~·-¡",:77:",~? ,,_~'.~ .. ~;c·:r .. ····•·.·-.· ·· .•..•. ·.;· ···•··· ···.:·.•······ <:··•·•f(··r,;t-?y·r:t_· ~: .. · 

el hecho cle que' :tá• réélucéión ·en1 CI U:úli1ero de. células alteradas. cfr•rsuicilocsqlielefo de 
'.';.•·', '., {'· ',i'.'~<:. t ':'.:' '.;\ ··;'· ;·,-:·~· •• ·.'' -.·.). ··:.: .• ---•• '. ; ... - \ ·• - '_; '. . ,. . ' • ·:,. .,'::;.,_: .~i~~~:~,::. \~;/:.e,,.··. i ,,_ ·:--~~ . .' •.· :- . . 

tubut i 11u -&~rr~1¿6¡&¡1~~~~<fn ürJ;sm1teió11 ci1 1a rrcc:1.ie11eit1J~c~M~\t,~1f~it~~i1;HGi:~biastos -. 

humanos ¡;1~ica· c}Ue-est6s .hent'os·:irb~ableme11te estén reluCioi;a~ÍJs?'dé;_;i{~g-fü1;íi~aque ·at 
o,-'- . '« . · .. ' . '·. ', • .- . ·,.·-, ... ' . .' •' .. , '<,-..;.e.;._:,_<',:···. •-'-/,-·· .. ·:./ 

. : . .-:.:;_,~,:,: .. _·~ :_.-~,.;·¡;-·_·_~;, .,, 

alterarse In dinámica. de polimerización y despoli111erizaciór1 de los'rvi:'fdtlr·alúc lá anafase-
- - .'' ·. ¡·- i ,i,,· -·:-.-J.·· ,, : > ,-· .. , •. 

tclofase se pueden producir· erró res en la segregación· cromosómiCa,< lo cual trnl!tfa como 

consccuencia el retraso de cromosomas y la formación de rvIN. 

;,Ccímo se explica la reducción de MN por SAM b:1jo esta perspectiva? Es probable que 

SAM sen cnpnz de proteger n los MTs directa o indirectmnentl! de los el'cetos tóxicos del 

NnAs02, el SOABZ y el CLC, de tal forma que se permitiera In polimerizt1ción-

despolimcrización y de esta forma se redujera el número de ec.\lulus con alteraciones en la 

segregación cromosómica, Jo que conllevaría a la reducción de eventos de retraso 

eromosómico y In generación de TVIN. Esta explicación se apoya en la upmfoión cll~ MN tan 
' ~ ' 

sólo 2 h después del tratamiento ele células cultivadas durm1te 24 h, hecho que sólo se 

puede explicar por alteraeiones en la niaquinaf'in de segregación mitóiica en células que se . . . . 

eneontrabm1 en anáfüs~:tcii6r~se, es decir durnnte la fo1'mación del huso milótieo o en la de 
,- -,; . :·.e;:· .. ~:,-_' .. <"': ·•- .. :2~ . 

segregaCióti ~rJ.1i16~6il~ic·:.·en el momc11to del tratamiento. También es interesante analizar 

el efecto de c:aÜ~ ~;io de los agentes de m:mern individual, ya que a pc~;ar de qw.: los tres 

inhiben la polimerización del citocsquclclo dl! tubulina, lo hacen con Jistintas i;apacidadcs, 

hecho que se puede evaluar indirl!ctamc11tc al analizar el núml!ro de c0lulns lJlll! cada uno 

altero y In cupacidud de SAM para revcrlir estos cli:dos. Por 1111 lado tcnc111os qul' el CLC 
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en todos los casos fue el que incrementó en mayor proporción la frecuencia de !\IN, y 

tambh5n el qué indujo el. máyor número de células con desarreglos del citocsqucleto, 

seguido por el N~sQ2 y ,cl.·sd~BZ. La administración de SAM a pesar de ser capaz de 

reducir ambos e~cC:t~~ rcl~cio11aá~s con el citocsquclcto, lo hizo de acuerdo a l•t cantidad de 
, ... ,. . ·;. . 

dniio gcncrffdo por cada tratamiento, siendo muy efccti \'O para reducir el duiío inducido 

tanto por NuAs02 y por SOABZ, no así en los cultiyos trutmlos con CLC . 

.:,Cómo puede SAM proteger lu dinámica de dcS(>'llimcrizacilin y ¡1olimt•rizaciún 

dur:mk la :mafase-telofüse de los MTs cn presencia de lor> disrup!on·s y de cst:i fol'ma 

iuhilJir la formación de MN'! Nuestros datos uún no son concluyentes al respecto, ya que 

no du11 evidencias definitivas de que estos eventos estén sucediendo y de que S('tlll Jos 

responsables de la reducción del duiío obscrvmlo como MN y de qllc ni parecer SAM este 

protegit:ndo a lus células de este tipo de daiio. Sin cmburgo, se _!mn reporlmlo.algum1s 

cvidenc.:ias que pueden ayudar a entender el pnpcl de SAM en la pí·otccciou de los Iv.ITsdc 

manera directa e indirecta; Se sabe que durante In nettrblm:ión\arÍtq la' lt1bulil1a ~on1o la 

aclim1 y los neurofilanfontos requieren ele la mclil~,ciJ!J';:J,ar~• sü~ lme11 c1i1m11~lllive y 
- ·0"~:;:- .- . ." '"' - ·-;:';·~· ·;':J .. 

funciomunienlo (Mocphilus et aL; I 997); por lo qtiC~d}.{~l:JHd rcqUiei·cn tic SAM pura estos 
. \-<"'. .. ' ,. ··; ~:::. . ' ' > . ,·. ' .·.. ::_,._ "~-: . .. :_, ._ . . . ' 

evcnlos, dé tpUform<iL'14e;.J)oderiiós c.kcir qL1éal •!ú.:llos en CI desarrollo embrionurio, la 
~----- \.<:~· ;'_>· 

lubulina 1;cq(liei;& d,ci)sA@?~rii;a·su olgani;wció1~ y funcionamiento. Por otro ludo, se ha 
",.· -. ·-<·~·-~: .r:~-~-;/,:~~~~;Y~-'.1~f~~¡~---;:·::: ,_ i-._, ,.- .-· ·. -

reporlado la irí1poHñhciii cÍel ácido fólico durante el desarrollo embrionario, principalmente .·' ~-,~·.: ~-~·-.: --~-~·.:-· :'.', . 

durante la hctlfJrn~Jis'~1~ ya que deficiencias cn esta molécula provocan defectos del cierre de 

tubo ncurál, cfcCLos que se encuentran muy relacionados con alteraciones en la capacidad 

migratoria de los ncuroblastos, la cual a su vez depende dircctamenlc de citoesquclcto de 

tubulinn y de los neurolilamcnlos. Por lo que no sería dificil relacionar que las reducciones 
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' ' ' 

en ácido fólico provocan deficiencias en los niveles de SAM alterariclo las reacciones de 
' ' 

lransmclilación;y con ello la estructurn y funcionamiento ele ncurofilnmcntcis y tubulina, e 

i11hibicndo así la migración celular. Así, estos datos SlJgicrc1u¡~e e( cfcetC> protector de 
-· ... ¡-·. ·'·- -----·--".- .-

SAM puede estar relacionado con la mctiluciónde fa t~l~ulina y de esta manera permitir In 

segregación cromosómica adecuada. La otra posibilidad directa, porJa ctial se podría 

entender el papel que está jugando SAM en la reducción de la frecuencia de MN, involucra 

la propiedad de SAM ele actuar como un atrapaclor ,de raclica,les libres (Licber;2002), 

evitando In oxidación de distintas estructuras celulares. Existen reportes qlie indicanquc las 

cistelnas de la tubulina que forman puentes clisulli.1ro,son süsc9P,tiblcsá~~t ()~idBdás y con 

ello se altera la ~ormación y función riom1alcs de l~s MTs (Ladino et l.~L, 2002). De tal 

forma C(uc, sAM ¡,ocli·ín cyitabfo; oxidación de los rv1T inducida por el tratamiento, 
'': '.: '·'·'' ,__-,, .. -'. - - -, 

pcrmiticnd6 as/si;'b~1~~ fun~ionamicnto durante In segregación cromosómica y evitando la 
- . ·-· -- -. ' . -. ', .. ,. ._,, '."": ":: . ' . . _... - ~ ".'"" - ' . 

genci·ución'clc MN. Se sabe que el N:11\s02 es capaz de inducir un estrés oxidutivo en !ns 

células tratadas (Kitd1in y Ahmad, 2003); sin embargo, no se tienen reportes ele que el 

SOABZ o el CLC tengan esta capacidad oxidante. 

Las hipótesis antes discutidas tanto de las alteraciones en la mctilnción, como de la 

oxidación de la tubulina involucran a SAM de numera directa y serían convincentes si se 

supiera que tanto el CLC, con10 el SQABZ,o los bcnzimiclnzolcs cnrbamatados, en general, 

fueran capaces de alterar 'ta,íncÜlaciótr de la tubulinn o de inducir daíio oxidativo. Sin 
-.. , ·.' ->, ' ~" . 

embargo, actualmente no e~istC nft~g(1h rcp~rtc que avalen cstns e\·cntos. Otrn posible 

explicación a los efectos que ~1icbi1tramds ele SAM sobre el daño inducido por estos 
~ ·;. '.-: .'~:" ---· :- '·: ;··.: .'-

agcn tcs involucra su prirticipacióíi demanera 111{1s indircdn, así como la de una proteína de 

choque térmico, I-lsp70 (!Jeatli shock protcin 70). Se ha reportado que In sobre-expresión 
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de es tu proteína es capaz de reducir la frecuencia de MN con crnmosom'ns ·completos en 

células humm1as expuest~s iNaAs,Ó2 (Bmncs·al., 2002), eslasobre~exprcsión también es Ja· 
,. ... ' . ' .. , ' - ' 

respo11súblc .. de~la• resi~t~'ncia···'luC!;pf~scntan •. ulgunns ..• cé.Iu,lus ni .• trata1~i~nto ..• eo11···.fármacos que 

alteran el cito·ci:~tj~~lct:y~~;:{o ;;il ~¿J\;,elt~rgr~n ·~lal.,. 1 ~95) .. l·lsp7o ';equiér~ para su 

'•. '· ' .... , · .. ···. ' 

encuentra la de ser una molécul,á> faciiituuora de la polimerización de ·' ¡~· lubulinn, .. •,'.. '.· 

principnlmcnte cuando la célula se encuentra en tÍna situación de estrés. Tornando cneuct~lu 

todos estos eventos, y el hecho de que SJ\rvl es capaz di.! reducir la frecÚcJ1pfd\lc ,células 
: ·. ,·- ; ; .'.~ ,, ' "~ .. -' '. :. ;; . : .: 

micronuclcudas tratadas sólo por aquellos agentes que alteran la pqliti~eri,zacJ<)n de la 

tubulina y de que puede .d91mi" sÚ'grupo mclilo a H~~p70, se puede su~~ri{q\id°Ja·r~ducción 
.·- ···~ -- - .. -· . . ' 

de l'vlN por el tratil11i~·J1t9 ~?~ ~A,M sólo ocurre en aquellos agéntes que someten a las 

células, a ~m estré~ ~:,.!r~vé,~ d~ las allcrnciones en Jo polimerización de la:tubulino, 

modi fieando, lü' cjl¡1¿niiC:aidcI huso mitótico durante lu annfase-telofase. Por lo que las 

células trutar{m de ttiantcncr la dinfünieo, organización y función del huso mitótico 
' ' 

indcpe11dic1Ítcmente del agente que cause laks alteraciones, hecho que dcpcndcrú de In 

disponibilidad de Hsp70 activa, por Jo que c11cstl.!1110111e1110 se utilizarían 111fr; moléculas e.fo 
- .--

S/\J\J para la metilación de +Isp70 y así lograr proteger a In tubulinn durante el estrés 

celular. Al agrcgarSArvi ~ Jds,cd'µIti\jo;; las células trutadas con NaAs02, SOAilZ o CLC 

tendrían una 111[1yor:re_s'~r~a, clegrupos metilo que podrlun utilizar durante la formación de 

Hsp70 funcio;mles; lll~ntenicndo así la cslrnctura del huso mitótico. Como se puede 

obscrvm, en ningún momento se habla de que CLC o el SOAilZ estén alll!rnnúo el 1.!Slutlo 

de mctilaeión de las proteínas ni tampoco que estuvieran oxidándolas, simplemente están 

somctkndo a lus células a un estrés, el cual de nw11crn inldnscca involw~rn el uso tic los 

grnpo metilo pura poder mctilar a las protdrnw l • •· • · 111 1!.J<!lear 1 ar de Ja l.!stubilizaciún 
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del cilocsquclcto. Además, esta hipótesis también puede explicar las difet;encios en cuanto n 

In copncidu<l de SAM para reducir In frccucnCia dcdvfN," siendo menor en los cultivos "" .. • ·~.:. >:~.-:·.:,·,,:,it.:=: '.:·'>. • ,r.:·- '• • ." ,' • '.• .· ', • 

tratados con CLC y mucho incjor en NnAsQ~' y ~O~~B,Z, C:Orrelacionando con la cnpucidad 
- . . - - --~ - -- . . - _;; - ' : ' -·:e:=- ... .. ·- ',,. . . 

~' !-: ,. .• :;, \; - ; . --

de estas substancias de alterar la cstrüclpra de ió's I\¡1"[;; [)ó lalSormu,. el CLC ni ser mucho 
... , .. -· .. , 

mús potente para interaccionar con la tubulina y alterar ~I arreglo de losMT, iilduce un 
- - > ., - ' 

mayor estrés, por lo que se rcquerirínn mús moléculas mctiladas de 1Isp70,. evento que 

quiz{t agote lusrcscrvas de SAM, lo cual se rcíleje en la incapacidad de éste de reducir en 

gran proporción la frecuencia de células micronuclcudas, lo que no succderfrt en el cuso dd 

NaJ\s02 y del SOABZ. 
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9. Conclusiones 

El presente trabajo demuestra que SAM revierte el daño expresado como MN en linfocitos 

humanos tratados in vitro tanto con . NaAs02 como por otros agentes que alt.craran la 

dinúmica ele polhncrizaeiÓÍ1 y dcspolimcriznc.:ión de la tubulina, por lo qt1c ~e ¡JJ~lfrc,t'quc el 

efecto protector dfSAM está relaciom1do cond iúrintcnimicnto de- cslit<líifú1~icU,Ad~1i1ás, 
<;.''. ·,::_:_»·'" ""(:_,, 

este trabujó demuestra que este efecto protector sobre el daiio expresa~~:bcfoj~·MN nb está 

asociado ni con las alteraciones en las conccntrncioncs intrac".ltiÍatcs tj() '·sXivf Í1i con 
- •,:·: : . , . .-.. ·'. .. ' .:, '' ~: ~·-·· . ··:· •.. . ~, < ;;.·, .; i ' 

cambios en la metilación global del DNA. Sin embargo, a(iÍd·.,,1ú\ pb1·' c\iU1tikd posible · - - ... •._ ._. -, -... · .. ·.; . 

p;ipcl de In metilación otras moléculas, como proteínµs que po~rfa1lcslú~'inlluyc:ndo en Ju 

respuesta observada, sobre todo considerando el tiempo di.! exp;~ición ¡an ~ot:·to y el cl\::cto 

protector tun marcado que mostró SAM. 

A la fecha no existe ningún reporte acerca del efecto protector ele SAM sobre la 

gcnotoxicidrn.1 inducida por algún xcnobiótico. Considerando que alrec.lcclor de 200,000,000 

ele personas en el mundo están expuestas a los efectos tóxicos del arsénico, es importante 

desarrollar medidas para disminuir su:; efectos tóxicos, entre ellos su gcnotoxicidad, y así 

evitar el desarrollo de enfermedades como el cónccr, las cuales son altamente frecuentes en 

estas poblaciones crónicatúeiltc expuestas. Si bien SAl'vi hu mostrado un efecto protector en 

linfocitos humanos tratados con NaAs02, aún no tenemos pruebas de que esto pueda ocurrir 

in vivo y mucho menos si pueden eontrnrrcstur los clcctcs de una exposición crónica. Sin 

embargo, es interesante explorar nuevas allernati vas para proteger a los individuos 

expuestos crónicumente a arsénico. Considero que este trnbajo puede ser la base sólida de 

estudios futuros que teng:.in como objetivo el uso de SA!vl como agente protector de daño al 

DNA en individuos expuestos. 
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Por otro lado, el hecho de q~1c SAM proteja a las células cxpuc¡¡tas a distintos trutairiicntos 

que altcrím· la dillán1ica de polimcrización,de)Ós ~i~icrotúbt1Ids nos a_br~-1Í1~anlternativa para 

poder entcn~crcl,~1ccanismo por el ct;al ~·A~'~stá;J:t1~~ii1¡rg?ºt~~~~~¡~~·Úi1Jo~',~llgie1·~11 una 
-' ' '. - • • '." •• ,, : ; .;· , •. ·, ¡. •.. ¡ ,..-.: - .. ··, ~,;,·.' O.""''.,,.,,,,;-... '"<"·.•·, ·~·;• ·< ·.- :-. , ' 

' .;, .. ~~.i .~. 

conc~iqif (!ntrcel daño al DNA ( cx¡)rcsad.o ~91~{~~)y1~)·~~-~ftC,r~ffiWif~f-f~~:?tr~~~slrÚCtu1;as . 
cclular~'s é citocsquelcto ), que sería un niccanis1Í10 ií1Jii·ebt<.Vi1or'~J~ 6tfa1 ii1d~~ir 'ine~tribilidad 

genética .. Basada en este argumento considyrnque cl-·ti:a~;~it:~~tie;1;:~or1acJ()n,ssi1n¡)brfanles 
• .• . '_-·' ' : -'.· ::- ~,-¡_ 

desde un enfoque celular, yn que da eleme111os pal;n t\firmar; qJ~: el ''.t1ilnoforpNA csU1 
'-· - .. :-:~:. -_: ··,..-, :;·<·;~;> 

íntimmnenle relacionado con los cambios que ocur'ren c:'n":ósfruc'ti1rafc'6Jti1~r~~ 0~61110. el 
·-··.- · :-~-- -·--:· <'. .. <'.::- ... -.::,·.::?-=-·-~r-::_··~r.\ +;')/·-. ..:.·.-·-··· · 

citoesqueleto y no es resultado solo de mutaciones, cr¡mblo~ ~n'la sctu~Í1cift y:dk11~cslótJ de 

genes. 

Finalmente solo hace falta enfatizar que este estudio muy probablemente serú parle de una 

serie de estudios que trataran de encontrar :mluciones para contrarrestar o prevenir el duiio 

genético en seres humanos, por lo cual sus aplicaciones pueden ser ilimitadas. 
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APÉNDICE I 

E'•aluacitín de micronúcleos in vifr(} 

El estudio del daño al DNA a nivel crnmosómieo es muy importttnte ya que estus 

alteraciones representan eventos fundamcntulc:i para el dl·:mrrollo de algunas enfermedades 

como el. cáncer. Las evidenc}tis disponibles sugieren que fas anormalidades cromosómiens 

son una consecuencia directa deldaño al DN!\. Dentro de estas alteraciones cromosómicas 
.· "' ,_· .,- ' 

se encuentran los. rÓm~Ín¡Í~~i~~f las trnnsloeacioncs, la pérdida y mala segregación de los 

cromosomas. Las técnicas.de citogcnética dúsica que evalúan este tipo el<.: daiío se basan en 

la observación y conteo de: las· abcrracio11es cuando la célula está c11 mctafase, este 

nccrcmni<.:nlo provee un anáHsis muy detallado, pero su complejidad y hlboriosic.lud usl 
. . ;. : ,,_,:- ''"·. 

como la pérdida cromosómica debida a arlefnclos técnicos han estinrnludü la validación de 

otras mdodologías. 

Alrcúi.:c.lor di! los años 70's Heddle (1973) propuso que una alternativa para la evaluación 

del drnio eromosómico era el conteo de micron(1cleos (I\IN), anteriormente vistos por los 

hematólogos quienes les dieron el no111bre Je cuerpos lle Howcll-Jolly sieíido éstos 

pequcfíos cuerpos nucleares que se l.l!iííun coll el colorante de Feulgén en rcticulocitus 

huumnos. Tiempo clesp~~és se :~errioslró que·uo sólo se pod!tui realizar Jiu; evaluacioll<.!S de 

MN <.:n i.:élulas de iii:édt1Í~ Ósea; sino que ade111:'1s se podían usar distintos tipo:; celulares que 

se cucontrarnn en division. 

Los MN se expresan en células en divisiún y son cstructurns celulares que se li.mnan 

durante Ju tclofase ya sea por Ja ruptura o pérdida de cromosomas durante la división 

mitútica o mciótica (Fencch, 2000). A l'Slc 111all·riul cnmwsúmico se le forma una cnvoltma 
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nuclear similar a la del núcieo durante la tdofose y adc111ús pierde In estructura altamente · 

compacta que· se genera·para poder formur cromosomas, por lo·. que se ~obscl·vn ·,como un 
. , ' - : . ' ,_ - . . .- - - ., - -- -' "" ~ : . 

núcleo interfiísiéo, pero en pequeño, ele ahí su nonibre de:1picro11(1cJg?.'iJ~~J~'té.cni1.:a es • 

prúctica y confiable para la evaluación tanto de la pérdida con~O•tib}a;:.J;jit1rq cicn~~~sómiea 
(Fcnech, 2000). 

fundamental poder discernir aquellas células que se han éli".idido de las qlic río. !,\demás, 

debido a la poca certeza, el.el .destino ele ló~ .. Ml'f después·dc ima di~isió9 ~~lt1ftH<~s nci"cesario 

distinguir 'aquellnsA~1mh~:·qll:e<l1ai/coÚ~plctad~. una divisióíi nucl~h .. ~oi~~inenfo: Se han 
- : . ~,--},''' . " » \ . ' ._' -. . ' ' - ' 

~. ··~.· 
propuesto .disti1}tris:.\~ictp~~\Rgfüs·p<lr~ c~~tlut~r fvfN· en c.étu_ius'qu¿ s<J.Jq lüi11:(~rii'do-.un• ciclo 

de división nuclear. La'cíu,Khti;:s~~~" adoptmln por la 111hyoría de: fos.investigaclórós de este 
··. ;. -,.¡_,: ... - ,. ; ; - : .. - - . . -.. · .. · . 

campo es el bloqueó dela citosi1;esis por medio de un inhibidof de lapolimeriza~ión ele 

actina, In citocalasinn B (Fenech y Morley, 1986). Con este método la·s células que han 

completado un ciclo de división son retenidas en un estado binuclcadó; u! bloquear el 

proceso de división citoplásmica o citocinesis por acción ele la citocalasinaclJ; y por son 
'~ . ~· . . - .. 

ftlcilmcnte identificadas al n'icroscopio por su apariencia binucleada .. Aden1l1s esta técnica 

permite evaluar la cinética de proliferación celular1 ya que dependiendo del número de 

núcleos que tenga una célula se puede saber si no se dividió (mononucleada), o si lo hizo 

una (binucleada) o más veces en cultivo (polinucleada). 

A In fecha los estudios de Fenech et al (2003) han sido los que mtís auge han d:idu a la 

evaluación ele JvJN como una metodología alternativa ul a11{1lisis Je aberraciones 

cromosómicas, siendo este grnpo el que se ha clcdirmlo en grnn medida a la cslandarii".ación 
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de los métodos así como al establecimiento de los criterios para el desarrollo y amílisis de 

MN. 

t\ continuación describo los criterios mús recientes que se hun estublccido para la 

evaluación de MN en células binucleadas, y los cuales se ulilizaron en el presente trabajo. 

Criterios para la identificación de células binuclcmlas (CBN) 

a) Las células deben contener dos núcleos de uparicncia similar. 

b) /\111bos núcleos deben estar íntegros y situados dentro del mismo citoplasma. 

e) Deben poseer un tamaño y patrones de tineión similares. 

d) Los núcleos puedenH~ga(a :(ocarsc, pero nunca su evaluaran aquellos que estén 

sobrelapad.os'. 
.. 

e) Los bordes .c~t.opl~s111átiÓo'~ d~ben estar íntegros; 
, , : • • ., .. ·- . "•· - .ce'-~.~.. "',• ·- 1 :- ~ • • 
. '" ~ . -'.:',:., - ;::· _;;:. ·~. 

': ~:_:~·.- ; ,,.;; "/::. -
":·(."<Oc 

,:~::-.~-
·-·.:e .• 

Criterios para la 6t~lübci~l1:7(te MN 
i'f-- ·::.;r··-·,;/'.., .-.·~;.·. 'r--.:. · ' - · 

a) El diÓíii~trÓ~.~l~MÑ'-e;Ü linfocitos humanos varia ele 1/16 a un 1/3 del diúmdro 
>/.~":-

pro111~dio:i<l~í6s núcleos. 

b) No debeilser refringentes y deben ser /ücilmente distinguibles ele los artefactos. 

c) No deben estar conectados ni sobrclupados con ninguno de los núdcos. 

el) Gcnernlmente tienen lu misma intensidad que los núcleos, nunc¡uc esla a veces 

puede ser mayor. 
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APÍ~NDICI~ 2 

Métodos pnra evaluar In mctilaci4ín tlcl l>NA 

La mctilación del DNA es resultado de lu lransfcrcnci:1 del grupo nrnlilo.·de SAM a la 

posición 5 del anillo de purina de la cito:;ina. Este evento ocurre ~11lu ma)'órín de J~s 
_:~..:;:_: -'· ~·: - .: ~-~'~ .i;:_._'" ·. 

- organismos vivos (13ird et al., 1998). Diversos estudios han derríosff~(¡ci1qÚ'e .. Íií.:111clila'Cióú 
. ..:'. .. ··,." -:~_:;:::,:,:)·~(,:')f}t·}""~ ... ;·< ·~· ,:·: ... · -

del DNA)L1cªa un papel importante en la regulación dc.la}~íq>'l:Jsfóht,;gél1iCá, y por 
~--''<e'i._,;·'--:: :-~:-,:·.--· --- .. -_--.: -_.' _,,- ' - ,.- . ~.,~<--~-~>;:~--(;~¡~~>h~t,--~>'.·~~·:.::·:;'")~':~--:::: ... - . 

,. , .. , .. , :-;::·..,._· ;.c:,,_.:-1-.'.,-;,,•, 

consecuencia .en la etiología de divásas patologfns. Tn11to la l{i¡io1iic~iJriC:i6n'·gfobal del 

DNA como In hipcrmetilación de regiones específicas que regulan Iií cx'prósión de genes 

supresores ele tumores se han asocimlas con <:I desarrollo de cúnccr (.lcllseh. 2002). Por lo 

que la cuantificación del estado de mctilución global y espccflico del DNA es una 

hcrrmnicnla importante pum el estudio del cúnecr y de otras cnfcrmcdaucs crónicus. Se han 

desarrollado distintas metodologías para lrnlar de cvalu:ir los niveles de mc.tilación de 

distintos tipos celulares, por ejemplo el uso de enzimas de restricción, la Crmpa.t?grafín 

Líquida de Alta Presión (HPLC), la sccucnciación después de Ja exposición a bisulflto de 

sodio, la metilación específica de oligonuckótidos en micronrrcglos (MSO). 

Modificnciún diferencial de citosinns por m•:úio de his11Hito de sodio 

Este método permite el análisis de la mctilución del DNA en ciertas regiones. Se basa en la 

conversión de todus las citosinas no mctiludas en timi1ms, en tanto que las citosinas 

mctiladus permanecen sin ninguna modificación. Est<.· método puede realizarse con 

cantidades pequeñas de DNA; sin embargo, su limitante es el diseño ele iniciadores para 

DNA convertido por el bisulfilo, una vc;r. qui.! ~e handiscñado estos iniciadores y que se han 

hecho Jos PCRs correspondientes, basta con secuenciar los productos para poder obtener 
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resultados más o menos confinblcs nccrca de In posición y el número ele lus citosinus 

mctiladns.' 

Mctilación específica de oligonuclctitidos en micro:1rrc~los (MSO) 

Después del tratamiento con bisulfito de sodio, L'i DN/\ :-;e utilizn como templado pam una 

reacción de PCR en la que el uracilo es inmediatamente co11vcrtido en ti mina, los productos 

amplificados por PCR son marcados con fluorescencia y después hibridudos a sondas ~e 

microarreglos de oligonucleótidos espccíl1camcntc discíiadas para discrin'litiúr : entre 

nuclcótidos convertidos y no modificados en un sitio CpG. La cuunÚ1ic~~ió1\ de la 

metilación delDNA necesita el establecimiento de curvas cstundarizad~s~haml\-1§;: 

Cromatografía Líquidn de Alt:1 Pn·sión 

Los métodos de HPLC utilizados hasta huee algunos aílos eran muy poco prácticos, en el 

sentido que <le utilizaban un gran volumen de reacción que linalmchic diluía ht muestra y 

cm prúcticamcnte imposible poderla evaluar de manera conliablc, por.lo· que eL uso del 
. . 

HPLC parn In evaluación. de Ja metilaeió11 del DNA se considCJ'ó ~01)1q l.i11 ri1etodo 

inadecuado. Sin embarg(), en 1994 J\'isé y Hass dcsarrolluron un mctodo a~ I-rrtc pnra 
, •" r ·>'• ": • ¡• •' ,-~· ·: ,' -' ' ' • ._ :--,. ..... < > 1, o' 

dctcrminm" el poree11táj():d~,~S,:91et~i9Ji()~ii1Qs en el cual se utiliza ur1' pcquc;íiH cantidad de 
~ . - . . . _, ·--k : ' - ,,·. ··'.. ·»:/:<: ~). ; . \'~ ' ' . . . ' 

volumen de n::aci*'>1fi~~l()f;éiAc,cyiül;')a't4iI,i,1cióÍ1.dc, lun1llc:;l.ra )',J)§rniifoid{uúúlisis. de una 
•, '",-/ ... \" .,, ·~:\'~- '· ·' ,._ .•..• )_~;.~·:;",'·:·,- -+' • • . . - .. ' \', '. ·. 

conccntrnCiónrcdllcid~ el~ ÓNÁ (Wlsc:)· Hus~1, 1994): La vcntaj<l ele este t'nétocl~l incluye el 

poder utilizar un número pcqllcílo de ct.!líilm.; adcm:'.is dl· la disminución del tiempo e.le 

análisis, ya que este en vez de realizar en elfos se realiza en unas cuantas horas. 

TE·rtr0 :0·.o· N ...... ,.:.,· .. , 
'~._p; .. "·"' .. .': ., ·. 
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Más recientemente, se han desaITollado dos metodologías que, aunque están a prueba, 

parecen revolucionar el campo de In metilación para la identificación de nuevos genes, 

estas son: la Hibridaciói1 de 1~1Clilución diferencial y el cs~anéo genómico con puntos de 

restricción. La primer metodología combina d empico de unzimas de restricción sensibles a 
. ' 

metilnción y la tCcriologíá de micronrrcglos parn permitir el tamizi~jc de varios miles de 

islas CpG de manera simultánea (Shi ctal., 2003). La segunda se .basa en electroforesis bi-

dimensional. 
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AP(~NDJ.CE 3 

Rcsorrnncia Nuclear Magnética 

La resonuncia 11uclenr magnética es una lécnicn e.le caracterización en la cual el ejemplar es 

colocado en un campo magnético y bombardcodo con ondus de radio. Estnsonc.Ins ele radio 

excitan a los núcleos de las moléculas a generar una ciertu energía qÍ1c es d~tcclnda poi- un 

receptor y traducida por un decodificador, el cual se llmm1 algorltm() dc'Jn-f ru~~fcir~;~Úa de 

Fourier. Se trata de una ecuación que traduce lás scí'íulcs emitld~s iJ~;:-16~ 11¿1~lcos en 

n(1111eros que pueden ser analizados; 

Cur111do los núcleos de un átomo giran, o más bien resuenan, y crean un 1~1omenlo 

magnético (Miv1), por lo que cuando se les colocu 'tli.:11tro de un campo magnético 

homogéneo, los MMs se alinean con el cmüpo 9ue gii;n Ctlll cierta inclin~c~óri, Cuunuo las 

ondas e.le radio bombardean Jós .núcleos que giran, éstos s.c inclinaí1a~1n 'n1(1sy ~:,vc;.:ses hasta . . . . . "" .. . . -- ... -:'< ... :, ~' •., ·' . ' ' 

cambian su posición en l SOº;~Cuahdo cttvlM es dcsvi~do d6Lcit~1p9'.11]pgi}éÚcó ~pli~aclo, 

algunos de estos MMs soi1 d~tectados ctf posición peqJetidic~tÍar (9Cl0 fi11 ciúnjJO aíJ!icado. 
·.· -' ' ' . ,- _,- . ,·-· .. 

Lo importante para poder analizar estructura química es si1bm· qtie 11úclco~ de diforentcs 

útomos re:mcnan n distintas frecuencias, lo que quiere det:ir que pará hacerlos cambiar de 

posición se debe bombardear un átomo de embono con uim onda de radio de frecuencia 

diforcntc 11 la de un átomo de hidrógeno. Tambiénquier..: decir c¡lic Momos similares en 

di fercntcs en lomos, como por ejemplo un llit!rúgc110 unidu a ml oxígeno y uii hidrógeno 

unido a un curbClno, cambian ele posición a ... di.stintus frecuencias. Observando a que 

frecuencia cambian de posición estos núclco::J, se pllcdé dctcnni11ar como cstú compuesta la 

molécula, así como otras propiedades de !u misma.¡,Por qué dos ütomos similnrcs en 

TESIS CON 
F1A T 1· A r-·, ')Dr ·1· tl..~LJ • ;JI~ \.iJ'U GR N lil 



distintos entornosresucnan en distintas frec'uencias? Esto se debe aun fenómeno conocido 

como upunlallamicnlo,que ric:i es'nuí~ q't.1é·el ·efecto· d~focarga de·•Jos.·~leclroncs·sobre el· . ' '·· ''..:_;' i.::·' . . ·.... .· ·.l.····· ........ , ..... , - ·-

campo magnético de .1c>snuclcos;~\ch12''rc'd~dc, lu':111i1gnidu.1.d~i·miirno,:;il,qii~ .. la frecue~cia 
de resonancia ele los ní1cle·o~:~e~cn~b:'d~ ~: l1{tc11~i~~d (!Ct'.,,ca1~bo·;;1~h·~,~~:ic~;·q.~1~ éstos 

tienen en su enlomo ("sieriteÍl'): 

La mayor parle del aparato de resonancia es un gran "enfriador" que contiene dos líquidos 

extremadamente fríos: helio líquido (-2G9ºC) y nitrógeno liquido (· l 95ºC), el helio se 

encuentra en la ¡~arte má~ i.r1tcrna del aparnto par.a enfriar una bobina superconductora que 

crea el campo ,mhgri.éliéÓ'·a::.:.269°c y el 11itrÓge~10 líe¡ u ido 10 rodc1.1.;pnÍ'.a ~viliir. que 'él helio 

se evapore, .dc!11J~.~K,ct~);'.úi~; .••• Ün~•.vcz'f11 .. l1·oclÚcicln · ltt 111l1c~tra;'.cs;t#s~~gl~~·paru.·· lograr una 

muestra mús unlfor1{1c'Üí'it~s 'dcL tinúlisis. Cuando la 11111cstru se eifoücntra disucllu, el 
- . ·.~ : ,., ' '.; • ;:-; .. : ~:·:~ -~: 7',. '.!"'-"'. • _,. - ' - • . - - - - - • - • " 

solvente o partc/derl1ii,si~1()'debe ser dcutcra<lo, es decir que en fa iú~lécula <lcl solvente 

haya úlomos de deuterio eri lugar de hidrógeno, el cual posee un protón y un neutrón. Esto 

es necesario para fijar el espectro en una frec.:ucncia especifica, de m~<l,() qÚe el espectro no 

se desplace durante Ja adquisición de dulos. Cuando In muestra Se endu~11tracdónlró de un 
- -; ~ . : ; . · .. 

campo magnético, fijo y girando, un generador de ntdiofrcr;uencia cmilÓ,;u '1á 1n~1ci;tra una 

nílbgn corla de ondas de radio. Estas ondus son absorbidw1 y transmitidas desde la muestra 

hasta el receptor, el cual detecta la señal desde la muestra. Esta información es luego 

transmitida n la computndora adosada al Rl'vlN donde es traducida y analizadu. 
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Fig 12.- Espectro de RNM 1H (300 MHz) de s-adenosil-L-mctioninu (SAM). Los 

desplazamientos (o) se encuentran expresados en ppm con respecto al TMS. 
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Fig 13.- Espectro de RNM 111 (300 MHz) de s-adcnosil-L-mctionina (SAM) en 

combinación con arsenito de sodio (NaAs02). Los desplazamientos (8) se encuentran 

expresados en ppm con respecto al TMS. 
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APENDICE 4 

Prolifcrnci{m celular 

Los experimentos llevados a cubo en los uiios 50 )Jlll" Hownrd y Pele ( 1953) cstubh.:cierun 
:, · .. ' - . , 

los primeros métodos confiables para entender la dinámica del ciclo celulár. Actuul111c11tc 
~,,·.~ '," :. 

so ha avnn7,ado. mucho en el, ~onoc imicnlO de la cinétkO cel \•l•{P, 1J~¡;~J1o~~IOg!nS ·más 

::;i::~:: .. p::t~:}~ri;~1~~l~~l#~·l;h:~~i::~~~~f i~iíli)~i~t:rl1:: 
además <le poder apli_~arsé· al estudio . de In fafolilbril.qiqii.Jii;~yiyo':.ftü,t!.:áfü9rrai1jiéhtú. cjue 

~'.::~:~:u:::,.:~~,ti1ii1~~~;~~i,i.:;;l:~!i~l~lltltiial~"!;¡,¡l;,:ª ]: 
co11le111do del •DNA:a lo•largo;cicl ciclo cc.lular (Scl.J»'art~ ·)':!•e1,11EJ11de_,-,.~R<.?PPIJ9.t;'2001 ). 

; "· · •. ¡ · ·:'.:"·:.'. _:~~.>:~-:~~t,::-·:\~~,:\~~:~d.i:.-~.J;~.~.;:.:-~J.J.~}Y:-~J.~r:: ;.:-' .. · ... . . ' ··. ,._ .,, - - . • • -··. " . -5~ ;· . 

. . > ... , ·:;. • . ..... · ..•••. : •• :> .. ~:;:·r~,:~.1~~~·~,~:~,~Yti~t;~;fü' .. :4 .:· ..... :. 
En cilogcnéLiéa clásica;~se.ha ·util.izaclo el.mnrcajó difcfqn9iül.~l~!.ij~ e:·t.01ii.fl~1~!éls\li91:11ianas de 

coumosomas n\¿t8fáSi~s. vaÍiéndoso del ,,á atfüH;;~~o~fa~~iHÍVin~~rt'q"< es In 

bromod·~soxiurid~nn 'ccraight-Holmes y Shtt\\', ··•·1 9J6).}Í~11';WF6~~1~~¡.~i~:~;~¡tt;o11~p:1esto, las 

células en cliYisión son capaces de incorponufo en su 1~Nl\,,c·~c1irª ~~hclC!~~t1cs es revelado 

con el t•so del colorante de Gicmsa, de lús 'crninillas t;c evalúrlll JbÓ melufnscs, de las 

cuulcs c.lcpcncliendo del patrón de bandeo de J:is cromátidcs, se cÍ.cterminn e.l porcc11tqjc de 

lus ct:lulas que se hnn dividido una; dos o müs veces en cuitivby'cÍe,cslo se obtiene un 
- . . • '_ '·· :_-, .. . :·.-- _·.·.-· .. ,o-,.-._ ' ___ .- . -~ .· .- • 

índice. Sin embargo, mús recientemente con el desarrollo del bl0qi.có:~1dli1 tÍtocincsis só lin 
:-. -- :¡e-'· '\·~:::.• :;··- . .'.· -, ·/·- ,,. -.. , : . ' 

. ·,-:·.(. /·<: 

simplifü.:udo la evaluación de In cinética de proliforaciót1 cclúfor, );a C]Ud In adición de 
'~'·. :· : > l .• 

cilocalasina Ll permite analizar en la misma laminilla lrnilo el dulio gcnolóxico (e.g. 

micronúcleos), como el daño en el ciclo celular (e.g. ciloBlnlicidud), ya que al bloquear el 
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proceso de cilocinesis, los núcleos de las cl'.•lulas hijas comparten el mismo citoplasma y 

contando el númcr~ 17-ní1cle()s póden;os clifc~enciiur'nqu(!llas cÓlulas que se dividieron una 

vez en cultivo ·. (bi~tdlead,~). d~s , (tctrnnuckiida), más de dos veces en cultivo 
. ··;·. -·'-/,<· ·~·~i_·~-~"'-·,","~'; .. >·-';~~--'- .:.·,·-.·_-~:~ . _:· _:, __ ,' ·-.- .. - .. -:.o.'> ·. ·:.- - - ·-

(polinucleadas)_·_ d_6ias"q~·~•-·11'b. ~-~-divldi_cron c11 éuHi\10 (_1.~1011011uclcadas), con estos datos 
-.' ·- ·. -'.,. ~ - ,~- ' ' - . 

lambiC.:n se pucd(! l}~ccfu~'fm:licc!lconoCiclo comó críficlice~nuclcar, para lo cual se utiliza la 

siguic1~lc fórmul~t (1ast~Ónd y Tuckcr, 1989): NDI~ (J\·II+2MII+ 3Mlll+4MIV/N, .en donde 

MI a MIV rcprcsc1iiailel nútnero de cl!)ubs con 1 a4 núcleos y N rcprcscnlu cl:u(Jmcro 
¡·" :'-.··:. - •. _· ••. ·'' .. ·,·_, , • 

total de células evaluadas; El empico dl! esta fi'irmula provee inforniación hn¡iiJ'ita1iLc de los 
-), ;: ");·.-:::~ ; -- .: ;··.: <"" 

cfrclos citoslitlicos .de un. compuesto quf111ico en particular, o d_c lu1 'agi:Íf)[e;irr~ico o 
''. - . '. _'< ;-'~:~~~ ·,~~-;r·····sf:~':, •' -·: ~ 

biológico, ayuda ª· idéntificar agentes xenobiólicos que cslimül~ú ¡~ pr61ii~rd6ión cclulur 

(Fl.!ncch, 2000). 
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Porcentaje de linfocitos' m~no-, bi- y poli11udcutlos, dcspucs de trutamicnto por 24 h con 

diforculcs ngcritcs;;qt!Í111icos~: A)Vai'ias conccmtrncioncs. de s-adenosyl-L~mclionirla. (SAM) ·. 
( ~- .·_: ;,.·:, ', - :~;.~··~- . .· - ' ' . . 

o arsenito d~ sddi~ {NriA.s02, 1 O ~tM) y mu bus; Il) milo111icina C (l\1MC), SAM, y ambos; 
~ ·. '-· ._ .... , - . ,_ . . - - - - ~ - - - . . - . -· . 

C) cisplatinu (CIS), SAM y ambos; D) sulll>xido de nlbcn~nzol (SOA13Z), SAM, y ambos. 

A --
Tratamiento Mononuclcada Binuclcadas Polinuclcadns 

Control 13 ± 3 81:1::2 5±2 
S/\M 0.17 nM 21:!.:5 

·-1--------i-------------1 78 ± ,, 3 ± 2 
----~- ·----------·· -·---------

.S /\rvl l. 7 n M 21±5 80 :1: 1 ,, ± 4 ----- ·-
S,\M 17 nM 14 ;!_ ·1 

--· -·-·-8()-:¡4--· ----·5±) __ _ 

Na/\s02 56 ± 9 ,13 ± 9 1 :•~ 1 ·-- .. ·--- f------· ----·--
Na,\::;02 1 S/\fvl 0.17 nM 49± 11 50 ± 1 o 1 ~: 1 --- ·----
N:1/\:;0! 1 S/\M l.7nM 30 ± IJ 

-- --671_-,-, --· ----4±3" ___ _ 
------

Nu/\sOrfS/\M 17 nM 32 ± 6 66 ± 5 2 ± 2 ----·---- _________ _, 

B .-----
Tr:ilamicnto Mononuclcmlus --- -· 

Control 15 ± 7 - --
SArvl 17 nM 16 ±5 

__ l'vltvlC 1 O _pM 74 ± 7 --··· 
S/\M 1- rvlMC 68 ± 9 

~----· 
l

--__ J_linuclc:idt1s_· __ l'olinuclcmln-n -¡ 
78 ± (Í 7 ± 3 - ------------------
78 l: 2 4 ± 2 
26 ± 7 o± o --- . --
32±9 OJ: 1 -------- -------------

e 
Trntamknto Mononuclcadas Dinuckadas Polim11.:lcadw; ----··---

Control 14 ± 8 77:!:.9 9:!.<I 
S1\Ml7nM 16±8 

1-----------
1 () J: 1J 74 :!: C) ----·· 

--~~.IS 1 O _¡_tl\_1 __ , ____ 62_±_7 __ _ 36 :!-: 6 4±2 - ·---------
S!\M t CIS 59 ± 7 41±7 _____ ......._ __________ . -------- 0 ± 0 

D 

! 
·1.:~~i:1111i::_n_lo __ 1-_M_o_n_o_n_uc_l_c_m_li_1s_· -·-· ___ l_Ji_m!_~lc;~l-li-1s--·---J->o_l_i1-rn=-c-l_c-.n_l-l_t-1s_·-_--_: 

Contnil 21±10 77±9 3.!:2 ------"'."":'.:"----!---------- ----1---- ·----1 
S/\f\ 1 1 7 nM 16 ± 5 7'l ± J 6 ± 5 

----l __ so~~ l_l_>_,_H_l\_1_-i-___ 2_2_±_5 _________ 7:"_:1.._·_J_ 3 :1: 3 
S!\Ml·S<MIJZ 23±5 7~·±2 Ci:!:O ----····------"'------- ··-------· ·----
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Indice nuclear en linfocito:> humanos después de tratamiento por 24 h con diferentes 

agentes químicos:.A) Varias concentrucioncs de s~ndenosyl~L-metibnina(SAM)o arsenito 
' . ·; ',_l·;· ,~··: ~" ,/:;_"_ - . .,. •" ,. "::/-·- , .· . 

ele sodio (NnA~02, 10 ~lM) y ambos; B) n1itoinidna .C (tyJfytC), SAJ'vl, y' nmbos; C) 
__ . __ ! ' ... - . ;. ·-.:' >-.·~ ":-¡ ... , 

cisplutino (CJS); SAM y ambos; D) sulfóxiJ_o ck: albcndnzol .(SQAJ3Z), SAM, y ambos. 

A 
Tratamiento 

Control 
SAM 0.17 nM 
SAM 1.7 nM 
SAM 17nM 

NaAs02 
NaAs02+SAM 0.17 nM 
NaAs02 +SAM 1. 7 nM 
NaAs02 +SAM 17 nM 

B 
Trntamien1o 

Control 
SAM 17 nM 
MMC IOpM 
SAMl·MMC 

e 
Tratamiento 

Control 
SAM 17 nM 
CIS 10 ~lM 
SAM+ CIS 

D 
Tratamiento 

Control 
SAM 17 Nm 
~OABZ 10 uM 
SAM+SOABZ 

·---
-

-· 
---·. 

.. 

----. 

---
-

-

-

Indice Nuclear 
1.970 
1.8fi3 
1.876 
1.960 

1.460 
1.530 
1.782 
1.720 

Indice Nuclenr 
1.990 
1.918 

1.260 
1.320 

Indice Nuclear 

1 

2.040 
2.040 .. 
1.471 
1.4•10 

1ttlice Nuclear 
1.8s·1 ···-
1.960 

1.840 
1.894 
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J\P~NDICE 5 

l\1ccanismo lle acción de 11gcnlcs dcsmc!ilantcs 

S-Azacili<lina 

La 5-uzaciliclina fue sintetiza hace unos 40 años, a partir de e11lonces se ha dcmostrnc.Io que 
- ~ - -

tiene múltiples actividades de untimctubulilo cuando se pru~ba· en células cunccrosus, 

siendo muy efectivo.pant el tratumien~o de la h:uccmiamieloidc a~~d<(Si11 c1l1burgo, pese a 

su gran cfcc!ÍvidadeS ni{1y 'toxica. El·. h~llazgodc que la 5~azn~Hi~Íina ~e incorporaba en el 
.!.~ '. ;_ - /,-.", ' ·, - . . . , ··::·.. ' 

DNJ\ inhibiendo lah1eiiladóí1.dc .esta molécula,'. diversos estudios han dcmoslrndo la 

capacidad ele cslasustrin~ia~~ i11ducirlnpcr<lida de la mclilueión de regiones completas del 

ONJ\ y la subsig~i~llte.~ctiva~i~nde los genes que en ellas se encuentran, por lo que a la 

fecha se hu retorl\ád_d sü_ u's'o en la terapia conlrn cáncer (Chrislnmn, 2002). Uno de los 

111cct111is111os de .acción de ,la 5-azacilidina es In inhibición de la mclil-lrnnsfcrnsu, -. ~ : . _, ,- ...... ,· .. , . ·. . -

previniendo d~ esta f9rmn Ja mctilación normal del DNA (Póiricr el uL, 20!>3)~ ¡\ded1ás, 

exhibe actividad lttmorigénica en animales (Paseale el al., 1991; ~6sdl)•;y Cihak, ÚJ73) y 

transforman te en células en· cultivo (McGcady el aL, 1983; Elin~dl[Jl1 )'~~rofü!s¿f9~2)~ A 

pesar de que 110 se ha encontrad() ningúnu evidencia que Jlwcslre C:¡ue ~s c'ard~~~éultcrar d 

mctubulismo de los grnp~s metilo, revierte los efoclos quimioproteclorcs"de si\M en lus 

etapas inicinlcs de la promoción de tu111orl~:; dc hígndo inducidos por fotmbnrbilul en rutas 

(Pasculc el al., 1991). 

l•:tio11i11a 

La elioninu es un antimctabolito y unlagonisla de la melionina, intcrlkrc con In 

incorporación de aminoúcicl0s en las proteínas y con la utilización celular dd J\TP, así 
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como con lodos los procesos de metilaciún. Produce cúnccr de hígado en rnla y ratones 

(Farbcr, 1963; Shinozuka et aL, 1978; ~-Ioovcrct'aL·,-1986),fenómeno que se ha asociado a 

su capacidad de· alterar In mcli_lnción del ÓNA :y. Ju.regult1f iÓn de la expresión génicu, su 
- : - - , - _. _-- - . ' .- --- . - . - --- ' --_·, • 'j - ,-::- - ., - '.~-- ' .. -.; .· . _¡ --

·'-y··;.-:·-' ··:·¡· ·. 

capacidad carcinogéniea es inhibida por mclioninu (Farqcr,' 1963) 'C'il~crep1cnl~da·p01· dictas 

deficientes en grupos rnciilo (Shiniizoka d JU'., jQ'78);~·~:Lá-.cu'6!1fna es un inhibidor 

competitivo de la mctionina en la síntesis de.· SAl\1: es}Jccialmc;llc en el hígado (Fai:ber, 

1963; Shivapmka y, Poirie.r, } 985; ·Svurdal et 11L, 1998), produce uu ambiente .. de 

hipomctilación en el hígado; ta1Ú() P?r lá i'cuucci~n de los ni veles hcpútkos de SA M, como 

por la ncmimlación de sAd, lfr.éúal 1 ~s un hihibillor muy. efectivo de. vnriás:'rcuccioncs . 
. ! 1-:, ·,·;:~.- ::'1-,:< '"'·_(·_. '··:~ :·.· ._ . ' : '·._, .· .- :'<_ ··~·-~-? >:. ' 

dependientes ele ~AM. El fr~tamiellto cÍ·ónico con elionina p1·ovoca hi1~om6u1hciÓi1 d~DNA 

(Shivapurkur el al., 1984; Kanduc el al., 1988). 

Hidr:1la:l.ina y procainamilla 

Tanto la hidralazina como la procainamidu, dos fftrmncos utilizados co1110. antil1ipcrtcnsivos 

y asocimlos con el desarrollo ele una enfermedad m1toinmune similar al lúptls, inhiben In 

melilnción dd DNA e inducen aulorcactividml en líneas cclulrfrcs;cl9 ÜnfocitósJ.., (Quddus 
' .;,¡,,-,,-,·; ·:-· .. - ... · .. · .. 

el al., 1993). Ln hidrnlazina causa el desarfrJllo de anticuerpos antinüdeares ¿h eL50 % de 

los pacientes que la cóímímen y en un IO% desarrollo de tina erifermedad parecida nl)upus, 
-. ,. : .. : ! 

en tan lo que la procainamidri_ ulilizadii;pcfr. un aiío anticuerpos antinuelcures cuusa en el 

90% de los que la consumen y enfcrn1edad parecidu al lupus en 13%. Ambos ,Jifrnmcos 

inhihrn In mclilación del DNA, lo que favorece un incremento en la expresión de cforlos 

genes de las células T, provocando In autoinmunidad. El estado de hipo111clilnción del DNA 

corrclm:iom1 con el incremento en los niveles de función del linfocito asociada al anligcno 

(LFJ\-1)'.l. 
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