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1. Resumen
Las deficiencias en acido -félico- y--mctionina,- dos-componentes- [undamentales en el

metabolismo de los grupos metilo, correlacionan con un incremento: en’los rompimientos

a'la reduccion

significativos en el estado’ global clc l'nLll]'lClOl‘l cl DNA. Considcrando cl hecho de que
tanto cl sulféxido de albendazol como ¢l colcemid inhiben la polimcerizacion de los
lniCl‘OlL'l.b;UlO‘SV, sc decidié cvaluar cl efcclo de SAM en la integridad dc los microtabulos.
Los resuliados obtenidos sugicren que los efectos positivos de SAM pueden ser debidos a

su capacidad de proteger los microtdbulos por un mecanismo  atn poco conocido.
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2. Introduccion

Los xenobioticos y el daiio al DNA

Los scres humanos estamos expucstos a diversos tipos de agentes que normalmente no se
encuenlran i nuestro cuerpo a los que sc conoce como xcnobléucos. Ln nalumlc7a de
eslos ag,em(.s puedc ser qufmlca, fisica o bloléglca, y sus cfeclos en e] 01 gamsmo dependen

del tipo dc mtelaccxén que establezcan con “las dlfcu:ntcs moleculas quc componcen al

provocando altcnamones cstructuralcs cn la doblc héhce qu kpucden ori gmar xomplmlentos

0 mulauoncs (Gcbhart y Arulyunyan ]091) ol cul mclano sulI‘onalo 1'1 mllomlcan cl

pbomlcno, Yy (.l cnsplz\t 10 "on al;,unos cwmplos dc agentes genotoxicos (Gebhart y
;Axutyuny‘m, 1991) Sm cmbargo olros compucstos como cl taxol, el nocodazol y el
dictilestilbestrol, a pesar‘de ,no'iknlerm::luilyr dircctamentc.con el DNA pucden causar daiio

genético y cambios en la e'xp}rcsrié}n'_ 'g‘él'i'i‘ca"g\f través de la produccién de radicales libres o de

altcraciones cn otras estructuras.celularcs conio huso mitético, proteinas que controlan la

recientemente, -¢s la ‘induccion de cambios-cn ‘los ‘patrones de metilacion de diversas

.

moléculas (Poirier, 1994),

La metilacion es un proceso durante cl cual sc donan grupos metilo a moléculas como

dcidos nucleicos, proteinas y lipidos (Lu, 2000). Un increnmento en la metilacion de la
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citosina cn-los dmuclcoudos CpG pﬂl’llLLlldllﬂClllC en las nglOﬂCS plomotoras 5> dc los

genes dc mam[fclos cncralmenlc sc ‘asocia’ conylnl].l chsmmucno

(Joncs _ny

plolunns, como la mehlacnon, pucdcn altemr la oucnlacnon cslcuca, la _carga 'y la
hidrofobicidad dc la prot_cina (Ghosh ct al., 1990). Estudios rccicntcs acerca de l‘a funcion

dc la melilacion de las proteinas han mostrado. que - este - proceso contribuye -a- la.

regulacion de Ia ll‘adUCCIOH de senalcsﬁ el Lmnsportc ; czvi,l‘cio",y'lachlylyacién dc otras

moléculas ('»'[‘urcheui et al., 2000). Las reacciom,‘s dc mculaglon son cala _zadas por enzimas

transmetilasas cspecificas para cada tipo dc molcculaiy blanco, ,_m cmbdrgo hasta cl

momento sélo se conoce un donador de grupos metilo: la S-adenosﬂ L-mectionina (SAM),

+Qu¢t es Ia S-adenosil-L-metionina?

La S-adenosil-L-mectionina es la molécula donadora de grupos metilo, descrita por primcra
vez en 1953 (Cantoni, 1953). Se le considera como cl scgundo cofactor mas importante
después del ATP, ya que participa en diversos procesos bioquimicos, como la

transmetilacion, la transulfuracion y la aminopropilacién. En mamiferos cs producida en ¢l
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cuoplasma dc todas las cclulas, pcro son lo., hcpatocttos los que generan mds del 70 % del

SAM. cn ,cl;orgamsmo (Lu, 2000) ‘La bxosintcsn# de SAM rcqmere del gr upo adcnosnlo del

Y

colestasis, cirrosis hepatica, migrafia y [i

2001). En Europa se ha htilizado désdk{:"“los afios:60’s para: el tralamlento de la depresion.

Ademas se le ha considerado como uno de los 25 suplementos alimenticios mas

importantes (Fetrow y Avila, 2001).

El descubrimiento de SAM, un poco de hisforia.

La S-adenosil-L-metionina fue descubicrta hace 50 afios (Cantoni, 1953). La historia
comenzo en 1942 cuando sc demostré que in vivo la nicotinamida era metilada y excretada
como N’-mctilnicotinamida (Hanvdlc‘r fy Dunn, 1942) y afios mas tarde cuando se reportod
que la sintesis dc creatinina - cn homogcm7ados de higado requeria de acido adinilico,
oxigeno y de un sustrato o‘(ldablc (Bonsook y Dubnoff, 1947). Sin ecmbargo, no fuc sino

hasta 1949 cuando Guilio Cantoni, quicn sc encontraba realizando su vstancia pusdoctoral
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en Chicago, decidié demostrar que estos dos cventos, que hasta ¢l momento parccian

aislados; cstaban-en-rcalidad relacionados -lo-que:disefid-un experimento que demostrd

mcolmamlda o al acrdo guama’oawuco y fm mar-N -mell[mcolmamu(a o crcatmma. en

ausencia de A TP" (sztom 1977)

nas l'\rde conocndo como SAM,

Los prlmeros dlez ai’ios (1951 1961) del esludlo dc AMe,

sc dedlcaron basncamenle al entcndlmlenlo dc la bloqufmlca e su smlems (Cantom 1956)

y a los mecanismos'y cmchca'cnzlmaucade‘ ns;l it esde ‘transfmculacién cn moléculas

pequeiias (Cantoni, 1960). Ademds fue lnmblcndmanlcestc A[‘)_’crfovdo‘ cuando se descubrié la
descarboxilacién enzimatica de SAM yﬁsu}pup‘é]' cn l'yabfofnmcién de poliaminas (Tabor ct
al., 1961). En los afios 60’s se abrid lva» pbs’ibilvidad de que SAM sc utilizara en una amplia
gama de funciones celulares cuando:se demostrd que el grupo metilo de SAM también
podia ser transferido al 4cido graso ciclopropano, lo cual permitia pensar en la metilacion
de fosfolipidos, hecho que se corroboré con los experimentos de Bremmer y Greenberg
(1961), ademids se descubrid cl papel fundamental de la metilacion en las modificacioncs
post-transcripcionales del RNA y otros polinucléotidos (Borek y Srinivasa, 1965).

Tambi¢n, durante este periodo se descubrié la metilacion de proteinas (Paik et al, 1975) y
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sc concibié como una visién integral que ¢l proceso de transulfuracién va de la mano con el

proceso de-transmetilacién, ya que’la generacion de glutatién a partir de la: homocisteina

(HO) nccesita E]ue:S}:?\‘Mvhay'a dgn@iidor su_grupo metilo durante ,la,;nfdhén‘ tilacion, y.asi

generar S-,vz‘\dq‘nio's:il-h mOCi31qflié “(SAI), para posteriormente converli

de: Jos tres aminodcidos que conforman la molécula de

15 aflos la  mayorfa dc las investigaciones se ocupaban del

1to:'de 'la- gran Val'ic_dad\dc.rcaé»ciql’lcs‘de transmetilacion cn las cuales SAM

para poder convertirse en. epinefrina

Actualmente. se ha elucidado la importancia

Ademds se ha ot vado que debido a'la multipl
participar, las deficiencias o alteraciones en su metabolismo puedecn asociarse al desairollo

de distintas enfermedades (Lu, 2000).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

La participacion de SAM, uno dc los compuesios sulfonados naturales de los nmamiferos, en

La cstructura quimica de SAM

los procesos de transmetilacion, transulluracion y aminopropilacion depende de la
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presencia dd dtomo de azufre de alla cncrgd (,l cual ac,tlva a cada uno dc los atomos de

carbono- quc lo cn‘cundan (Morana el al., 2000) La esuuclura qumnca ‘de SAM consiste

s, 5" ¥ fcooit
N N o [, ?-—cuz-cuz—cn“
d \
' 2 A CHs NIt
|

N 1

ol on

Figura 1- Estructura quimica de la S-adenosil-L-metionina.

Sintcsis y degradacion

SAM sc sintetiza en el citoplasma de todas las células. En los. mamiferos son los
hepatocitos los que juegan el papel central cn el mantenimiento de los niveles de SAM,
siendo cl higado el 6rgano de mayor sintesis y degradacion de esta molécula (Lu, 2000). En
¢l Iu sintesis de SAM representa la ruta metabélica preferencial de la metionina ya que mas
de la mitad de la metionina producida por cf organismo cs convertida cn SAM. La cnzima

responsuble de la formacion de SAM s la MA'T, la cual utiliza al AT1" como donador y a la
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melionina - como substrato. En csta IC{ILCIOH, cl adcn051lo dcl ATP es’ lransfcndo ala

mclxomna, formando un-ién sulfomo d(. alta; cnergn’v qu aCnl ,enlc;an@:dcjll‘ansfeqn;el

grupo mclilo quc posee. Esta reaccn()n cs poco conu’m en el sen"tldo}dé:quc e z'xtomo de

azulre nuclcf'hco de la metionina ataca el carbono 5’ ac la. poncxon de la ubosa dcl ATP,
llbcmnrlo trifosfato, en lugar dec atacar a uno de los dtomos de fosfom, al Uempo que se
forma SAM, el trifosfato se corta en Pi y I'Pi y posteriormente el PPi cs escindido por la
piro[’osﬁllo inérgénico hidrolasa. Una vez qguce sc ha fo'rmado SAM, cslc pucde participar en
dos rutas mctabollcas, la de descarboxilacion o ld clc lransmclllacmn quc conlleva a la dc
tmnsulfumuon y a la regeneracxon de la mcuonma '1] cnuar al cnclo de los grupos metilo

(L, 2000)

En la ruta dcla déscarbbxil on, SAM cs um molccula cscncml pam la formacién de las

a qilc- S cI umco domdor de gtupos aminopropilo,

poliaminas, espermina y:espermidina-y.

los cuales son afiadidos ‘se la»pulrc’sma; proceso que se llcva acabo por la

descarboxilacion : de SAM ic,ste*t_lp'ofdt:-f' rcaccion}c:‘s,vSAM'i es-convertido a SAM

descarboxilado que da lugjar'ﬁé_lélivmc'til't‘i61\a'd011‘&)sina (Figura 2). Bajo condiciones normalcs,
esla rula metabodlica gasta no més de 5% del SAM producido al dia. Sin cmbargo, esta
pucde inducirse bajo condiciones en las cuales sc incrementen los requcrimientos en las
poliamiuas, como en la regeneracion hepitica y en los procesos de hepalocarcinogénesis

temprana (Chiang et al, 1996; Lu, 2000).
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~ PUTRESINA

.'. . .
HZN—CH2 H3N—(CH2)4 —NH3
. 7 7 ‘
c|'m o @

CH2 — —— CH3 —S —[ADENOSIN A
|

3 —ADENOSINA.. . ESPERMIDINA
' H3N—-(C112)3 —NH —(CH2)4— NH3
CH3 , N

SAM descarboxilado ) @ L CH3 —S —[ADENOSING] |

ESPEFMINA
H3N--(CH2* —HNH ~—(CH2)4— NH — (CH2)3 — MNH3

@ Propilaminotrasnferasa I
@ Propilaminotrasnferasa II

Figura 2- Formacién de poliaminas a partir de SAM descarboxilado.

Por otra parte, SAM ecs utilizado casi co un 85% cn los procesos dc tl‘ansmeliluci(’)n
(Finkelstein y Martin, 2000 y Mudd y Poole, 1975). in cstas reacciones, SAM- dona su
grupo metilo a una gran variedad de ,nccplorcs,vun‘a vez que ha donado su grupo mlclil:o, 'sg: :

forma SAH, la cual poStcr_iorménte c’s‘ hidrolizada cn HC y csta a su vez pucdc sbguil‘dos

rutas de degradacion; una d 5l]a cs la [‘omnuon de cistation y posleuonmcnlv. dc glul‘xtlonf

f'cunsnslc en la

y asi involucrar'a SAM proc&.sos du transulfuracion. . L

1'cgcncruci6ndc' iheiidn a y reiniciar ¢l ciclo de los grup ‘s z,um 3) Cuandu lus

(,()nLLlllldClOllCS de SAM son clevadas, la HC se- ullllLd cn, a via de lansulfumuun Por ¢l
conlmuo, cuzmdo se ticnen niveles bajos de mchomnn 'y por tanto conccnlmuoncs bajas de
SAM, la HC cn vez de segmr la ruta a ta formacién de cisteina, es dirigida al ciclo de
melilacion para regenerar la metionina por Ia accion de la mclionina-siqtulusa, siendo la
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vitamina B} un cofactor de la reaccion y ¢l metiltetrahidrofolato (MTHIF), la molécula

donadora del grupo meti10'(Bovyularfder-GOLlailrlc,' 1999).-

SH
+ 'i‘ 4 ?“2
HaN=G=CHz—Ci1;—CO0 ~ Haht=~( COO
coo” H
Glu . - Cys
ATP -
™ Y-6LUTAMIL-C15TEIN-
. SINTETASA
ADDP 4+ Py -
s -5l
s p'|' SAE . (:-Hz
. HaN=G=CHa— CH=C—N-C-C00 "
coo~ H o
Gly, ATP.~~ )
B GLUTATION
' SINTETASA
ADP 4 15 2
. St
- @G i
H3N=C=CHp— CHy=C— N=G— (=N~ CH,—~CO0
coo" Hopy H

Figura 3- Formw:acion de gletation.

La conversion de HC en metionina pucde estar bloqueada en algunas enlermedades raras,
comao defectos genélicos en metioning sintetasa (MS) y MTHF reductasa, ‘Tales pacientes
tivnen nfvclcsblevados de HC, niveles bajos cu metionina, sintomas ncuroldgicos y retraso
mental, asi como enfermedades cardiovasculares. Ademas de mostrar desmiclinizacion de
los nervios y reduccidn de los niveles Jde SAM en liquido cefulorraquideo. Otra
consceucncia de este bloqueo es la reduceion del recicludo de MTHI dentro de la reserva
de folatos activos, disminuyéndose asi la formacién de tetrahidrofolato, esencial para la
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sinlesis de purmas Aunquc el l(.ll‘&hllelOlle pucdc transponlar un grupo mc_ulo en N Sel

MAT y Ia sintesis dc SAM» :

La enzima MAT catall/a la SlnlCSlS clc SAM a par ur dL, L-mclnonma y cl /\ l Pi (Canlqni,

1977; Mudd, 1973), y se encucnlra en lodos los orgamsmos vwxcnte
mqucobaclcn'\s tcrmo[' las plnn(as lcvndums )’ man f‘c’

Geller,

1993). En' Vmamifcryoks hay dos‘gci)cs lioll_)élogo

organos, como. ¢

sido csludlad'l cn cntromtos, lmfocnlos dc. humano, asi como-en ccncbm dc bovino. La

nomcncldlura para dcsngnarlas s¢ baso cn I’\ hldloloblcxdad creciente de lus enzimas al ser
cluidas cn. columnas de feml-sclalosa MAT L, I y Il poscen distintas propiedadcs
cindticas para la metionina y ¢l ATP y estin reguladas diferencialmente por SAM. MAT
ll1, yue ¢s la isoforma mds abundante en el higado, es activada por SAM. Tanto la actividad

de MAT Iy III estin marcadamente reducidus por agentes sulfidrilos. 1. actividad de
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MAT lI no cs mhlblda por agentes sullldulm ,os dos genes de la M/\l humana (hMAT), ’

BMAT 11\ y'hf

(1 onkm\"nf y._»

cn : los.:: lumorcs

ambas pmlums en. los te_]ldos nonmalus, esla se cncucntna altcm

hepiticos, sncndo ocl marmdamenle menos C\pus'xda (Abc y 'lsukada, 98! Cai. ct al

1998). De la mlsmn m'lncra, ]a csllmulauon de linfocitos I mducc ld bayja rcg,q'l»ugngn,c,!c.las

pr ObdblL mcnl

ucne un cfeclo en cl numcxo dc lcacuoncs_ blologlc‘n quc mvolucran a

SAM (Hc b])ﬁcld y Kedrlch 1980).

Inhibidores de SAM
ixisten inhibidores naturales y sintéticos de SAM, ente los cuwlcs SAI] ca uno de los mas

potentes compitiendo con SAM por las reace noms de uan mculdcmn 'Ianlo un incremento

en lus niveles de SAH como un decremento en lus 1j1vc1c3“dc SAM o cn la proporcion

SAM/SAH inhiben los procesos de transmctilacion. Por csta razén, la biotransGrmacion
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rapldd de SAII en el orgamsmo es un paso determinante, no solo para los procesos de

"uansnu.nlacnon, smo para la restaumclon dcl cnclo de los grupos metilo. l.a 1caccxén que

convicrtc»cl SAH _‘a ,I:.IC., Y zgden_osma cs‘rcv,crslblc y cs catalizada por la SAIl hidrolasa. In

vivo, lu"rca(’cciéh procede cn la direccion de hidrdlisis s6lo si cl producto, la adenosina y la
“1C son biotransformados rapidamente (Boulander-Gouaille, 1999; Finkelstein y Martin,
2000).

Otro de los inhibidores mas lmportanlcs de SAM cs cl compuesto smlcllco, cllonma. La

el ‘nl

cticnina s un antlmetabollto hepalocalclnou nico de.la mcuo l986) Se

ratas alnncnt:jdus con dosis

ha repor lado quc producc hlpomclllauon del DNA llcp'\llco e

clevadas clc este’ compucs (Co{e Il vm;_., l977) l 4 lupom ulacml_ al: pmcccn rceulta de la

acumulacion dc s-adc omna (b/\l,) cn cl hu:,adn cl ploducto de la ctionina con cl

azufre activo, cl_ctjal es.un: 1hlb|dor compclllwo de-la mclllaw de DNA (Cox c lrvmg,

1 _cmbargo,,al ser cl a‘nluuclubolxto de la mcuonmag sc dlce

1977 y Brada cl
que cs un potente inhibidor de tOclhsléS _rcdécidncs_cﬁn'las'quc participa SAM (Poiricr t al.,

2003).

Funciones biologicas

Las principales funciones bioldgicas de SAM cstin l'clacionudas con las tres rulas descritas
anteriormente. La sintesis de poliamlllés, lu formacion de glutalién 'y la generacién de
compuestos metilados. Aunque la rcdllccl<’)l\' de SAM puede lcl')rivcatlj_cnlc aleclar 1a sintesis
de poliaminas, este no parece ser el caso desde que se inducen enzmms csenciales para la
sintesis de poliaminas cuando los niveles de SAM son blljﬂS,YSlCl'ldO cste, un mecanismo
compensalorio para mantencr la sintesis de poliaminas (Thomas y Thomas, 2001). FEn el

cuso de os procesos de transulfuracion, la importancia de SAM cs la de ser el precursor de
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glulatlon cl puncnpal ant10x1danle cclular (Lu. 1999) Los procesos de lmnsmct;lacxon son

~los mna 1mpoxlamcs desdc cl punto d:; vxsla du ;_.,asto'dn. SAM y dc la gum variedad de

subs(mtos accptores, SAM cst'l mvoluua ro dck ])1occsos cclulares,

desde la destoxificacion de mctalw, Id; ﬂuidcz de:membrana hasta"la regulacic’m de la

expresion génica (Boltlgllcn 2002)

Aminopropilaciéon

s

S-adenosil-L-metionina es importante en la-formacion -(lci:~jjolizlxllixlas, proceso que se da

mediante la descarboxilacion de-la

primer lugar sc une a‘ la: putresin

moluculd dc SAM‘ c_,obtnc c

gcncrar lu k spenm"dma (Lu, 2000 Bol(lgllul, 2007) Las pohamlms son callones alifaticos

con f’uncloncs multlplcs esenciales para la vida ya que son moduladorcs dcl crecimiento

celular anto de células normales como de células cancerosas. Los mccanismos

molcculm'cs por los cuales las poliaminas participan en cl control de la proliferacién celular

mbargo, se piensa que
dular las intcracciones

ste control.'Actualmcmc se ha

dcmosln‘ado' qu las:poliamina llcncn t.('ulos blpo ar s c]*conlrol de la proliferacion

cc.lnlnr, ya quc ‘por un “lado son ﬁullladolcs de ln plohfcracxoh y por otro también son
capaces de inducir apoptosis. Las bases dc cstos c[’cclos' um diversos atin son desconocidas.
Sc picnsa que la muerte celular debe estar mediada en parte por la produccion de peréxido
de hidrégeno durante el catabolismo de las poliaminas. Ademds, la capacidud de las

poliaminas de alterar las interacciones DNA- proteina, proteina-proteina debe modificar las
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funcxoncs cclulalcs, cuando dc manera anormal se acumulan mvcles allos dcbxdo al

cambohsmo dc las po mmas. Dnusoq (.Slllle‘: han sugcudo quc la bms(ntesxs de

polummab put,de ser. un blanco molccular para la inter vcncuSn tcrapcuuca cn varios tipos

dn. cédncer. (Thomas y Thomas, 2001).

SAM en la generacion de glutation.

La participacién de SAM en el proceso de transulfuracién va de la-mano dc los procesos de

Sc ha visto que alrededor del 53% dc Ia 1-!(;1 pro;!;lc a° ¢;1~ios heépatocitos sc convierle en

~ cistation y cl resto en metionina, porcentaje que decrece a un 20% cuando ¢l contenido de

grupos metilo en la dieta cs”pobrei(M;x’l 2002). La SAH generada desp»ués;‘:d;;l

proceso de transmetilacion es. hidroliz ‘vpm,a:["ormar HC y adenosina a través. de una

reaceion reversible calz‘ﬂjzada;;}jhc;)r:la'SA higg'_rlrd[:il‘sq‘. La HC se condensa con lafééﬁhef para
formar cistation en una reaccion czililhzﬂdu b‘ur la cistation jb-sintctasa, la cual requicre de
vitamina B4 como cofactor. Poslciiormenic cSla niolécﬂ;la es cscindida por la y-cistationasa,
liberando cisteina, que es la molécula precursora de taurina y de glutation. 12n una reaccion
en la cual el grupo o-amino de la cisteina utaca al intermediario acilo formado por cl

glutamato y ¢l ATP y lo transforma en otro acil-fosfato activo para poder rcaccionar con la

glicina y finalmente tener cl glutation (Boulunder-Gouaitle, 1999).
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En cnfermedades hepalncas cromcas, cn dondc sc plCldC la rcgulaclén dc la produccion de

SAM, sc ()bscrya “una- cafd

intracclular’ cc
involuerado en

importantes. cst

atrapﬂdori‘dc' radicales’libre . se el lescwox in dc. las cxalcnms, y nodulador dec procesos

criticos como Ia smte51s del DNA (Lu 1999)

Transmetilacion

Sc conoce como transmetilacion al pabo dcl grupo mculo dc SAM a una y,mn variedad de

molceulas aceptoras, csto sc da mcdmnh. cl dldC]llC nudcof'llco de: las nwullmnsfcrasas

sobre ¢l dtomo de n7ufrc dc SAM Dc ldS pumcms mochuL\s Sc. .‘(ICSCubrié csle

proceso, cstin las calccolammas, dl;,unas dc, las Lua]w lC(]UlCI‘Cl] dc la- metilacion para

poder realizar su -funcién. -A commuamén, se’ clcscrll'icn z'\lgunos rdc los cventos de

transmetilacion que han sido estudiados con mayor énfasis:

a) Aletilacion de fosfolipidos
La conversion de fosfatidiletanolamina a fuslatidilcolina fuc reportada por primera vez en

microsomas de higado de rata, por Bremer y’Grcyé»nbcrg (1960). La reaccidn requiere tres

metilaciones sucesivas, las cuales. :se- deabo- por la fosfatidiletanolamina-N-

metiltransferasa, en sus dos isoformas’ (P! CyPEMT2) y la fosfatidil-N-monoctil-

ctanolamin-metiltransferasa. La primera cnzima  utiliza  fosfatidilctanolamina  como
N + . N .
substrato, requicre de Mg?, tienc gran afinidad por ¢l grupo metilo de SAM, y sc cncuentra

en ¢l citoplasma, la scgunda enzima metila la fosfatidil-N-monometil-ctanolamina a
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. I‘osfalid_i'lcolina;‘.'ligixjxc"“u‘na"‘: fi 1 dad 'l'j'aj;r pm SAMy sc lbcaliz_a en la cara cxterna de la

osicnzimas:permitc:la:translocacion de:la

biologicas (Wal‘key _et“e‘il.,4’_'17599:8):.',;Si‘1iv"e‘m,b£1

entender la funcién de la metilacion dc los fosfolipidos,

organo que metilaba cn mayor: proporci

sintesis de fosfatidilcolina com

membrana y reducen la

la_liberacion de acido

araquidénico, lisofosfatidilcolina y prostaglandinas. Estos can ioquimicos fucrtemente

asociados facilitan la transmisién de muchas sefialcs a través d embrana, lo que resulta

en la genceracion de adenosina 3°-5’ monofosfato en'm s, la libcracion de

histamina en baséfilos, la mitogénesis en los Iil]f()Cl[OS‘ ulninpt'z‘nx’ls‘c’n‘ ]os ncutrdéfilos
(Hirata y Axclrod, 1980). Ademas, se sabe quc Ia mélilacion de los foslblipidos al gencrar
fosfatidilcolina es una ruta alterna para la sintesis de colina. Recientemente, este hecho se
ha reforzado al demostrarse que durante la lactancia o el embarazo, la hembra sufre un

estrés de colina, cl cual es seguido por un aumento repentino de esta molderla, acompaiiado

de una reduccion en los niveles de fosfatidileoling, lo que indica que bijo condiciones en
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La mcuhum dcl cx mo ammo o carbovlo de la proluna pucdc con(lucu la oncnlacnon

cstcucn |'1 carga, hldrofoblmdad y- plovocul un LILL[O global no solo cn la conf‘ormacxon

“-“

proteicd, sino también en su funcmnalldmL es decir, estit n'lodxﬁcacxon posl-(ranscrlpcmnal

sirve para modular la funcién de las proteinas, sin alterar su estructura primaria (Stallcup,

de proteinas, como las de choque térmico (Kim ct al., 1998). Esta reaCcién de l'hCli]ﬂCi(')l] se

lleva a cabo por la metilasa I, la cual metila ¢l nitrogeno guanidino del rcslduo de arginina,

la reaceion genera tres derivados metilados; N -monomcllLngmlm N¢ NG—dlmcuhrgmma

y la N9-N’C.dimetilarginina con la subsiguiente liberacion de SATH (Klm et al 1998).

Existen diversos cjemplos de la importancia bioldgica de la metilacion de proieinas, por
mencionar algunas: las proteinas de choque térmico al encontrarse en un ambicnle de estrés
celular que propicia la desestabilizacion dc las proteinas, cllas se encuentran metiladas, por

otro lado, la metilacién reversible de ciertas proteinas  de membrana puede estar
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involucrada en la uaducmon de senalcs, ‘como Ras y proldnas rclacxonaclas a las G. La

mg.lxlacmn dc prolcmas ambxen ouclacnona con cl crccxmxcnto yvfln d11c1cnuacwn, en

se cncuentra prcscnle cn {as regiones de heterocromiitina, 1 presion génica de

tipo local y también formando parte de la heterocromatina, adeinds, de scr relenidas durante

la mitosis, por lo que podrian proveer un imprinting epigenético: para el'mantenimicnto de

un cstado inactivo (Sewalt et al., 2002).

acién‘son las dcl cilocsqueleto

Otras prolcinas de las cuales lambién sc hn rc]i’orlado’ u metil

(Schinstine y lacovitti, 1997 Moc‘ hul ¢ {qyikle"d‘m‘anle la

ncurulacion, tanto; lo:

encuentran . metilado
cslas proteina bie# se ha demostrado que la metilacién de la histidina 73 dc la

acting -y 94:'de la tubulina no alteran cn su totalidad su capacidad de

polmwn?acxon m “Vitro, no se descarta la posibilidad de que esto sca fundamental para que
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se asocien con otras proteinas e inclusive para su correcta localizacion y funcionalidad

(Mocphuli etal., 1997) -

¢) Metilacion del DNA

La mclllamon dcl'L‘DNri gcnomlco cn la posncxon C dc lns c1losmas dc Lls islas CpG

‘,_,'1983; Bird, 1992;

para la gencracion de cc,luhs plur' ’olcnualc' en ‘cl ca. adc oublo.:l’oco tiempo

después de la xmplanlacxon, se da mn onda de mculacyn_dc novo, - incrementando
rapidamente los niveles de metilacion gcn()mica durante ¢l desarrollo post-impluntacion. En

tejidos extracmbrionarios derivados del trofuectodermo o del endodermo primitivo los
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patroncs de metilacion permanecen bajos durante la gastrulacién como si la metilacion de
novo no rsc llubiefd'agiiivado"en eslus “células, La mectilacidn défnovo‘ cn ratén también
ocurre dural]tc”]é difgi‘énciaciéﬂ y muduraqién de los gamelos-y probablemenie jucga un
papcl,crl'rl'icoven el c‘:s’lai)lecimfiento clcl imbrihling gcnémico dc lds gameloé. El cambio clcl

cstado ds. mcu acxon de gcncs mdlvxdual('s no sn.mpxe sq;uc la ond.\ dL dcsmclnlacnon o dc

mclllduon dc novo global dcl DNA (I’uulsun y lcng,uson Snulh 001) l’on C_]melo, Lly

nu.lnlacnon dlfelcncml de las 1slas CpO cn |'\S nglOl]LS cuucas dc dlguno gcncs

1mplon(ados son capaces de escapm cl ploccso clc dcsmuhlacnén dumn(c el dcnnollo dela

pre-unpluntacx_o I'unmonfdc ]a xm.lllacwn dx..l DNA cn la 1egulac10n génica ha sido

documcnla‘d' por mlmcrmos csludtoq Por rcglu gcncrul se ha concluido que  dsta

LOIILIJCIOH'\ mvclsamcnlc a Ia acuwdad buma, pol cjemplo, la bhipermetilacion de
rcgiones promotoras correlaciona con una disminucion en la expresion génica, como en las
islas CpG de los promotores de genes en el cromosoma X inactivo los cuulcs estin

altamente metilados; por otro lado la hipometilacién dc las legloncv pn omolonm comcxdc

con una aclivacion de los genes, como las islas CpG dc. los mlsmos 5cnus dcl cmmoz-omd
X, pero ahora del que esta activo (Jellsch. 200”) Este cw.mo lamblcn pl Jlustrmscyg\conw

¢l genoma viral, el cual al scr mcorpomdo al DNA humano ;,cnemlmen!c cs: ‘hipermetilado

suprnmcndosc sulranS"r,lpcnon Para muchos genes lcpdo CSPLC“]LOb,,Jdb 105,101105

n.guladoxas de la txanscrlpcmn estan usualmente poco metiladas en los 1(..JldO'S cn los cuales

los genes cstan exprcsados vsn se comparan con los mismos pero cn tejidos en d011'dc no sc
expresan, La mclllamon de las 1slas CpG juega un papel critico en la cmcmogmcsns sc han
reportado ampli;i’mcnle las alteracioncs locales en la metilacién del DNA en un gran
nimero de tumores (Johanning et al,, 2002; Feinberg, 2000). Sin embargo, ¢l vinculo

causal entre la metilacién del DNA y Ia actividad génica no ha sido completamente
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establecido. En'ocasiohes":csf'pOCo claro si la metilacién del DNA es la causa o la

consccucnciai'dc 1lcncmm|cnto gcmco y i "del";DNAﬂf"sef‘r¢quicrc para el

manlc.mm nto del es ado 1nacuvado 0 rc.pmmd’ ‘de:los encs Es. claro, que l'\ metilacion

de las citosmas Jueg‘an un pilpel*dctermin‘nnlecn

lumqngencsm,'vsm»embargo, no sélo por

un proceso meramcntc cplgenetlco en cl cual- e;dc,una esrcgulaci()ndc. la:.expresion

gcmca smo quc tambidén pucdcn tcncr un, papcl 1mp01 lame en la muldguncsl del umof, ya

que incrementa la desnmmaénon esponlunca de la 5-met1]mto¢.ma (Joncs ct- ali, 11992;

Gonzalgo y~Jo‘nes‘r 1997) e mcrcmcnta la aﬁmdad de moleculas rcacllvas a los sitios

metilados CpG (Pfc;if al;, 2000).

La mectilacion de':lus -citosinas cn ¢l DNA de mamiferos estan predominantemente
contenidos en regioncs simélricas de dinuc]célidos CpG, micnlras que cn plantas pucden
estar en las regiones CpG o CprG csle pxoccso sC llcva ac'lbo pox enzimas conocidas.

como DNA metil- lransfuasas (DNM Ts), las cuales tmnsﬁeren el grupo mctllo de. SAM a la ;

hab_(a '

spbnsable del

la- chzin

mantcmmxcnto de la mctnlzy qllerécioncs en csta enzima durante ¢l estado

embrionario resultan ,létalcs;‘ in yitro sc ha visto que inhibc la diferenciacion de células
madre, ademas de inducir un gran ntimero de alteraciones cn los patrones de imprinting.

Mas recientemente se ha demostrado que no sélo es capaz dc mantencr la metilacion del
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DNA, sino que ademas lxcnc la capacndad de dmgn la mmldcnon de novo (Hendrich y

Bird, 2000)."Mucholisc ha: especuladoyagcrca db la asocia _on cuuc 1a sobreexpresion del

nsfonmcnon 1'1]1;,11'1 no obst'mlc ésta va de la

gen que:

mano cOn otro: upo ‘de’ mmorl_aliz

mblos cr {ucos pdl‘d acion y'trmsfonnacién cclular,

por lo ¢ quc no 'puedc decnsc qucr allclacxoncs 'cn cl:func onamlento de csta enzima scan un
cvento dv..lcrmmanlc cn 1'1 cmcmo;,c.msm (I Icndnch y Bnd 2000) Adunms cs lmpm tante

mencionar quc 'um no se sabe cual cs la luncnon cspccmca ¢ xmpouamm blologlca dc las '

otras DNMTs, por lo quc cs probablc que cn c1cnhs situaciones las l‘uncnoncs clc DNMI -

1999).

Tabla I.- Propiedades conocidas de las distintas DNMTs dc mamiferos.

Enzima Metilacion de Metilacion | Requerida en células | Requerida en células
mantenimiento de¢ novo somaticas madre embrionarias

DNMT]I +1 + 0 + -

DNMT2 - - 7 -

DNMT3" - 4+ ? ?

DNMT3° - 4 ° ? ?

* Demostrado tanto in vitro como in vive:, U Demostrado in vitro anicamente.

Niveles intracclulares de SAM y su asociacion con diversas patologias,
Los niveles intracelulares de SAM pucden ser influenciados por la disponibilidad de
metioning, por el uso de SAM para la sintesis de poliaminas, y por cl tipo de MAT

expresada (Lu, 2000). La dependencia de los niveles de SAM cn la disponibilidad de

metionina y cn la tasa de sintesis de poliaminas es bien conocida. Recieniemente Lu et al,
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han demostrado la importancia sobre los niveles de SAM del tipo de MAT expresada (Cai J ;

ct al., 1998).

Tabla I1.- Niveles de SAM cn plasma de individuos control

No. individuos - Mediad SD Referencin
1 170 i O.()O nmol/L, Wisc et al., 1997
S 108 £ 8.2 nmol/L Struys ct al., 2000
10 151.5:4+ 5.1 nmol/l, | Melnik ct al., 2000
10 127+ 0.21 nmol/l.__ | Poiricr et al., 2001

Los niveles intracelulares de SAM en critrocitos, han mostrado diferencias cn cuanto al
scxo, ya que cl nivel reportado para hombres ¢s de 2.28 +0.00 le y para mujeres de 1.63

+ 0.08 pM (Pomcr et al 2001) Los mvclcs de SAM en cl llqmdo cchlorl aqmclco han s:do

dclcnmnndos en dlvc 05 csludlos xcvmados 1)01 Bol(xghcu cL—‘ll‘ (1994) quncncs hdll

cnconlmdo quc los pamentes con depresion o Al/hcmlcx plcscnlan mvclcs 1cduc1clos de

SAM (Tabla III).

Tabla I1I- Niveles de SAM en el liquido cefalorraquidceo de diversos pacientes neuroldgicos

Enlermedad Fuente n Niveles de SAM
Dcpresion Bottiglicri et al,, 1990 | 35 02
Bottiglicri ct al., 1990 10 ]
Alzheimer Regliand ct al., 1990 22 -
Nlorrison ct dl 1990 11 ¥
Parkinson Pall ctal.. 1992 23 W
__ Baigetal, 1998 20 -
Deficiencia MTHFR Ihlandetal., 1988 | 4 | ¥
Surtees et al., 1991 4 ]

Decgeneracion subcutinea de la
columna debido a deficiencias en Bottiglicri ¢t al., 1990 5 W
vitamina B,

Suitees et al., 1990 06 37
SIDA Keating et al., 1991 20 ¥
_Castagnactal.,, 1995 | 16 W

- No determinado Y Niveles reducidos '
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En la acluahdad leGlSOS cstudlos mdlcan quc cmslc una CO[ILLICI(')II cntre niveles bajos en

Solomon ct al 1999), m ©

cérvix (Duucrworlh ctal., 1982 y IIcnmbul;,cn ;al;',fﬁl988).

Usos clinicos de SAM

La mayorfa de las aplicaciones terapéuticas que ticne SAM se cnfocan al tratamiento de

enfermedadcs del higado. ya sea las agudas o créni‘céi ,-basados en el hecho de quec SAM cs

una picza fundamental en cl [‘uncnonamlcnto de gano: Liebﬁer,iZVO»OZ; Mato et al.,

2002). En mamifcros, més del 80%: dc, 1l g_’"gltl.o‘j cj;_s\c‘dm'/;e'rlida e¢n SAM

(Mudd y Pool, 1975), 'adenlas se h lsﬁr_:an:(v)fkmal dc SAM se asocia con

enfermedades. hepéticas’ cronicas n-mostrado que las enfermedades

hepidticas eslz’mi ackowiﬁ];aﬁadhsf“'.pof; la. in:ca]iaci'c‘lya(l dé lovs‘ pacientes de mctabolizar la
mctionina, incrementando sus concentraciones y-reducicndo los niveles de SAM, lo cual
también sc asocia a defectos ecn MAT (FHorowitz ct al., 1981; Duce ct al., 1988).Aunquc los
beneficios de SAM son bicn aceptados, ¢l mecanismo molecular por el cual cjeree su efecto

protector aun no se ha elucidado. Mds aan, han surgido controversias en cuanto a si SAM
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pucde 0 no ser uansportado al mtcn ior dc laa células hcpalxcas (Bolllg,heu cl al., 1994) Sin

' intmcclulan'mcnlc f’de’i' 'm’ahcra

y ademds sc asocia- con dafio- mllocondlml (LlLbCl‘ 2002) Sm cmbmgo la:ad ums(racwn

dec SAM corrige la reduccion de los mvulc-: dc la misma_ molccula, adcmas clc rcducxr el

cstrés oxidativo generado por el alcohol. P(n lo tanto, en cnfumcdades hcancas cl«.bul'xs al

alcohol hay una carencia de SAM no solo por cl (lccncmcnlo cn su pxoduccmn amo mmbxcn

por cl incremento en su uso.

Los leudlos clmlcos llevados a cabo a punuptos dc, 1973 mdluuon que S/\M llCllC cfu,tos
nntulcprcsx_vos (l‘uno ct al 1973). Iin las dos (h.c ulas slg,ulcnlcs se conlirmé la cllucucm
de SAM 'parar;t‘n"é‘lar*la depresion por Ia aparicion de mis de 40 prucbas clinicas, varios
articulos quic resumen los estudios fucron publicados en distintos aftos (Fricde! ct al. 1989,

Bressa ct al. 1994; Brown et al. 2000), los resultados de cstos andlisis muestran que SAM
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diferencia de. los otros antldeprcswos, SAM pmducc pocos c.ﬁ.clos advcxsos Sm cmbm go

cl mccamsmo por el cual SAM ‘¢jerce su aclividad como antuk.prcswo es poco claro, sc ha
visto quc al;,unos paclcnlcs con depresion presentun mvclcs bajos cn acndo folico, lo que
puede rcdu;:jr ﬂlOS‘» ._nivc]es cerebrales de SAM y dc mclubohlos metilados. de dopumum y
scrolonina: ¢n liquido ccfalorraqufdéo. niveles que sc - reestablecen despuds de la

administracion de SAM (Bottiglicri ct al., 2000).

SAM y Chincer I

gentes
acionaron dictas

i i vivo, asi como con la

deficientes en grupos metilo con la insu s metilac
metilacion anormal del DNA e inclusive de genes cspecilicos (Poiricr, 2002). Un niimero
creciente de estudios tanto clinicos como experimentales han mostrado una asociacién entre

deficiencias en la disponibilidad fisiologica de grupos metilo y la gencracion de cincer. 171
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intermediario metabélico critico en la determinacién del estado de metilacion cs ¢l SAM, el

donador prini‘o‘&liai ﬁsnoléglco de grr'Lilpvos, mel‘ilo. -

Se¢ ha reportado 'qllc;varios"mcCelllisriios-tcpigenélicos'como la sintesis clevada dc

poliaminas,”llal hlet"iliiéi’éh‘f'abéifraintye "dcltDNA?‘-'ky' ]’d p'rbduvccién' de cspc"cic‘s"reaélivés de

cxpresion g
transformacioén: par

ﬁbrogéxiicj;}v (Pascal

quc dxetas deﬁcxcnlus cn colm’t y mr'lmnma, g,cncran carcmonms‘

Se ha- ,Vdcquilosprado_’

hcpulocélhlérés‘ en brmas aun  sin la pusmcm de un - carcinégeno (l’omcr,, 2002)
Dependiendo de la. severidad vde lasfdeﬁcicncias en la dicta de los grupos metilo y del
modclo c.\'pcrimcrllal; sC lia visto que una dieta restringida en grupos metilo puede actuar
como un promotor de tumores de higado o como un co-carcindgeno (Floover et al., 1984).

Ademis de la formacion de carcinomas hepatocelulares, Ja administracion eronica de dietas
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deficientes Cn‘gr'upos! metilos tambi¢én reduce los niveleshepz’lliéos dc,SAM ‘¢ incremeilta

'i;UpOS"111éLilo i

los mvclcs hcpatlcoq ‘de SAH. Deficiencias uomcas ul la dlspombllldad de

.

ambu.n 1csulla en la lnpomculamén del DNA y la cxplc 1' CIEI entada.de_ oncogcnes

(Poiricr, 7002 Ray ct al., 1994; Counts et Hi 1996 Wcuson y Goodman,-k2002 v;Walfnmn

ctal,, 1989).

En seres humanos sc cuenta con evidencia que muestra una asOcié1éi611 signiﬁcalivu entre

las deficiencias nutricionales,- parllcularmcntc cen ladeg g.,: upos mcu]o y cl mucmc.nlo cn el

riesgo de cancer de olganos cspecmcm (movannur*cn cl a] ]993 IIsmg cl dl 199.5 Wu et

al., ncmllzado dc todos’

1999). La mcu‘l,amon‘ano‘rmal chDNA ‘pzu'ccc"se un“ fcnomcn

sc cucnld

y él 7‘cfon$umo elevado de calorias sc

riesgo d' n ziéido" rdu

asocian con el decrcmcmo en la dlspomblhdad dc SAM y cl decremento en la metilacion

global del DNA in vivo (Jacob et al., 1998‘ Cmvo cl al., 1998 Pomer etal., 2001).

Farm:acocinética

Sc ha demostrado que SAM es capaz de cruzar la parc‘d intestinal, permitiendo cl
incremento de sus concentraciones en plasma. lEsludios preliminares en ratas, muestran que
la absorcion de SAM es mucho mejor por via intraduodenal comparada con la via oral
(Stramentinoli et al., 1979). En un estudio fasc I, la administracion de cipsulas con

proteecion entérica de 400, 600 y 1000 mg de SAM cn cuatro sujetos, incrementd los
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niveles pl'lsmatlcos dc I'orma dosns deuldu.nlc haqln 30 0 50 vcccs Ia concculracmn basal

pa7 dc c1 U/,m lu bﬂ 'cm hcmalouncﬁlhca. Dc mancra

similar, ln‘a‘dmin’islr ' SAM: (400 nu., lrcs veces al- dfa/4 8 (lms) a pacncmcs con

cniermedad de Al?hcuncr mcrcmcnto lds conccnlmcnonus tanto en cl plabma como cn cl

liquido cefalorraquideo (Bottiglieri et ul., 2002).

Interaccion con otros compuestos
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La mformacnon sobre la mleraccxon de SAM con mud:camcntos o allmcnlos es muy

hmlladd. Al Monos- ul _ c lndmmc dc, scrolomnn ha snclo dcsculo cn un pducmc alv

cual sc :le

bclama, qumma 0 hcmuohmum-ﬁi, sin unlml;,o,

(Bollliglieri 2002).

Dosis

Un punto quc debe considerarsce al xcspu.(o dol uso chmco dc SAM cs la calmcla dc doans

administracion de SAM al prmcnplo se h'lCC por via mlmvcnosa y pmlcuonnunc sc cmnbm

a un esquema: por via oral con dosis reducidas, hasta la oblcncién de una réspuesta. En cl
tratamicnto de la depresion las dosis mis cominmente atilizadas son del orden de 1600 mg
de SAM al dia, si es por via oral y de 400 mg al dia si ¢s por via intravenosa (Delle Chiaic

ct al,, 2002). Otros han iniciado una tcrapia con 200 mg/dia via oral y administrada
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sccuencialmente hasta alcanzar una dosis de 1600 mg/ dia (2-4 dosis) (Fetrow y Avila,

2001).

SANM como un posible blanco para la accion de agentes xenobidticos

Ademis de las reacciones de metilacion, durante las cuales se comumc mdq del 80% dd
SAM intracelular, SAM juega un papel ceniral cn la I’ommcnon de polmmmas asi como cn
rcacciones de transulfuracion (Chiang et nl., 1996 Gmlldon et 'll., 984; Lu, 2000).' El»

grupo aminopropilo de SAM scvpuede-lransf eirir'a‘ moléculas como.lu pulrcsina pn‘mfl'o‘rmar

poliaminas, mientras: qui
formacion de taurina'y
ct al., 1996; Evans

molécula ‘csc'

indican que. el numerofde reaccnones en Tas cualcs pallxupa‘SANL 's"olo;cs‘ superado por

aquellas que mvolucran al ATP (Chnng ct ‘ll 1996). De manéi‘u quc CS fﬁcil entender que
lus altcracnoncs cn ¢l metabolismo de SAM pucdcn rcsultar en dzu"io cclular y por lo tanto

cn cambios patologicos en los organismos '1I'cclaclo... En Ios ﬁcrcs humdnos sc lm suE,cndo

que niveles bajos de SAM pueden cstar _i_nvvo‘vll.lci'"zdgs},cn llgunas;allcmcml,\cs‘hcpé_llcas,

De hecho SAM ha sndo uull7ado como a"cmu 'ml dq C':l o dumnlc mas dc 20 afos y mis
recicntemente en cl tralmmenlo de oslcoartritis, (L’uucclo el dl., 1990 Cimino ct al., 1984),
desordenes hcpzilic‘os' como colestasis, citrosis alcohdlica y hepatotoxicidad inducida por

farmacos (Osman ct al., 1993; Varela --Morciras ct al., 19935).
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En animales de cxpcnmentacnon sc:ha dunoslwdo que’ SAM tlcnc un. cfc.clo ploleclor,

contra la hcpalpcarcnnogemmdadniducndapo el:deido oréuco este- cfeclo nlnbltono csta- '

sangre  periférica - tralados  con

nitresoctilurea,: IuiS

utilizan una gran proporcién de  SAM duranie su. desloxificacién disminuyendo la
biodisponibilidad dec SAM y por lo tanto altcrando asi otros procesos de mctilacion (Mass y
Wang, 1997). De hecho se ha reportado que la exposicién a arsénico induce un cstado de

hipometilacion global del DNA que podria inllucnciar la sobre-expresion de oncogenes y
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plOl)lLl’ll la lransf’ormacwn mahgna clc la‘; cclulz\s cxpucslas (Mass y Wang, 1997, Zhao et

al,, ‘)97) Sx cl ansuuco‘_dlsmmuy i dlspomblhda ’dclv

AM cn los mdlvnduos cxpucstos'w

ido probado adcm':s dc gcncldr un

csla‘db;dcil{ip m cclaria olros proccsos bxologlcos\dcpcucllcnlc'sdc‘la;_'-

metilacion

It fpldo .y ploleinas Si lo amcnor cs cncrlo, se

podria *'p‘lat_'n‘te‘

S/\M;L\o;,cno en los mdlwduos quc han esl'lclo’

expuestos al 'a'rsc'mco’;durantc”pcn’odosjprolq‘ngzldjos. :
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3. Planteamiente del problema

Diversos estudios han mostrado - que - alleraciones - en - las - concentracioncs- de--los

metalvide que es cmcmogemco en~‘ seres "'l xmanos cd a/ d

distintos mccamsmos,e cono Iteracnoms u1 la lcparncmn Ta scgl cg,acmn cxomosomlca'y la

induccion de un csl.\d de hlpomculacmn '11 wmpnomc.tcn cl SAM (lb It lgnl;isv'cn su

propia mcli,lacv;o»lv aj0 - SC fpln‘nlcré cl .csrludio de ’lbs if])osibl s cleclos de la
administracién de. S;

de sodio,.asi como

agentes que no alte

en la frecuencia de. MN ‘cstaban o no ‘relacionados con alteraciones cn. la metilacion del

DNA. S

4, Hipatesis
1) El arsenito de sodio es capaz de reducir las concentraciones intracelulares de SAM, asi

como dc allerar cl estado de metilacion del DNA y de inducir dafio genético, por lo que la
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adm:mslmcmn exégcna de SAM a los culhvos lldlddOS con dlSClHlO de sodlo xcducmx el

5. Objetivo General

Evaluarlos-cfectos de SAM sobre la ficcuencia de micronuicleos en linfocitos- humanos
tratados.in vitro con arsenito de sodio y comparar estos cfcetos con los inducidos cn células

tratadas con xcnobidlicos que no alteran ¢l metabolismo de los grupos metilo.

Objetivos particulares

1.- Analizar el posible efecto cntosmlnco y ;,cnolo‘uco de dlfClCl‘llLS conccnuacmncs de
SAM en culuvos de lmfocuos humano lmladm in vitro.

- Evaluar. cl cfcclo *dcl’?ar's'enilc')«dc' sodio, sulfoxido de albendazol, ‘mitomicina-C y

cisplatino en la prolifcracion celutar y en ka induccion de micronticleos en cultivos de
linfocilos humanos.
3.- Determinar el efecto in vitro de SAM sobre ¢l daiio inducido en linfocitos humanos por

los agentes nicncionados en cl objetivo 2.

4.- Sicl bAM reduce el dafio inducido por alguno clc los \cnob oticos mcncnonados cn cl‘

objetivo 2, se analivard si este efeclo sc pmduccvpm camblos cn Ll c.sludo [,cnuul de
metilacion del DNA y en las concentraciones intracelulures de SAM y S/\H dc linfocitos

tratados in vitro.

5.- De la misma mancra se c¢valuard cl efecto de los agentes mencionados cn ¢l objetivo 2

sobre los microtaibulos.
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6, Material y Métodos
- Donadores

Se cx(rajo sangre cniera de 19 donadores sanos, con un rango’ de edad de 19 a 38, no

fumadores y crlue no habian ingbtido ningtn lipo de 111cdic£i’11wnlo al ﬁwﬁos durante 15 dias

antes de la toma de la muestra.

Evaluacion de la cinética de proliferacién cclular y fa frecuencia de microntcleos ¢n
sangre entera
Se sembro sangre entera (0.5 ml) de 6 donadores sanos (cdad promedio de 27 afios) cn 6.3

ml de medio de cultivo RPMI-1640 (Sigma, EUA), suplementado al 1% con aminodcidos

no csenciales (Gibco, USA) y con glutamina (Sigma, EUA), a cuda tubo-sc agi‘cgzll‘o:1'0.2

: lzi"cil.béilicls‘ib “los. cUlllVOb sc volvxcron a

menorcs podrian tener algin efecto, decidimos utilizar Jas dosis dé:

dosis que sc utilizaron para el caso dc los .\'cm)biélicos Ifucron'cquimolarcs‘.n’_lu ulilizada dc

arsenito de sodio (NaAst, 10 puM), esta conccnlmcnon l’uc clegida en base a andlisis
previos d(_ la: I‘ucuencm de MN. Se analizaron los cl’eclos de SAM (Roche, Alemania)
sobre lu Ijrccucnc‘iu de MN inducidos por NaAsQ; comparados con aquellos cultivos

tratados (.Oll cisplatino (CIS; 10 puM), mitomicina C (MMC; 10 uM) y sulféxido de
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albcnda7ol (SOABZ’ 10 yM) Una vez lmmcumdas las 72 h' dc culllvo las celulas se

acuerdo a criterios previamente establecidos (Fencch, 2000)

Frccucncia dc microntcleos ¢n linfocitos aislados

Sc axblmon llnloulos de 10 donadores (cdad ])lOlllLle dc 29 nnos) La sam,l ¢ sc ccnlufugo

en un: glﬂ(]lCl]lL de sacarosa a 1600 rpm, 30 min; sc scpauuon los lwcoulos ' plpclas

células fucron sembradas en medio de cultivo RPMI-1640 (]xlO(’ ccl ulm/ml) supluncnlado

con aminodcidos no csencialcs y glutamina (ambos ul l‘%), 5uc10‘lc'lnl b()v1110 al 15 % y
PHA (0.03%). Los cultivos fucron incubudos a. 37"C dumnlu 72 h A las 48 h de cuIUvo las

células fucron tratadas como se mcncnonmnnlcnon_ncnlc y nuevamente incubadas 24 h.

Ademids, sc analizo el efecto de colcemid (CLC; 10 uM), y cuatro agentes desmetilantes del
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DNA. Sc. dclummo la capacndad dc 5- nmuudma (S-A/A 10 uM) ludmlacma (IIIDRA

10 pM) cuomna (ETIO ]O pM),iV‘;pIOCillll«.llTll(k‘l (PROC lo.pM "pma mducn J'MN_ Ll

cleeto dc S/\M 5610 fuc mvcstlgado cn culuvos ll:.ll'ldOS con ,CL qu CSl‘e;_[“L‘»lC"

¢l tinico agente d«.smehlanle quc mclluo MN. Al tu‘mmu dc lus 72:h ultivo, las

células fueron fi jadas, lavadas y procesadas para cl gotco dc ]dS la apostenor

evaluacién de los MN.

Evaluacion de las coneentraciones intracciulares de SAM

Sc sembré sangre entera (0.5 ml) en medio de cultivo RIPMI- 1640 (( 3 ml) y se e.,llmulé.
con PHA .(0.03 %) durante 72 h.  Sec ag,rcgo cl tl'\lmmcnlo NaAst (10 pM), SAM (17
nM) o la combinacidn dc amboe, 4 dumnlc las ulllm'w 24 dc cull ,0‘ Dgspucs del

tratamicento, los culllvos fucron ccnlulug.\dus a lOO() rpin, IO;mm,ﬁ -sobrenadunte se

(libre de peroxido). Los lubos fucxon a;,lmdos 20 s ) ccntnfu;,ados (15000 xpm, 10 min)

para scparar las fascs. Las mucstlas fucron pasadas pm un! ﬁluo Ullmﬁcc MC (O 45 min,
Millipore, Bedford, MA, EUA) y guardudus 1 0° C hasta su analisis. El analisis de SAM se

realiz6 por HPLC de acuerdo al método dc Wisc y Fullerton (1995).
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Anilisis de HPLC para S5-metilcitosina (3-MDC) en DNA de linfocitos aislados
Linfocitos aislados de tres donadores sanos, no f[umadores y con una edad promedio de 44

afios (rango: 32 52), fueron cultlvados pon dupllcado clmanu, 72 h, y lratados con 10 uM dc ;

NaAsQO,, SOABZ, _CIS,::_5~A_ZA, SA i I7'nM) ‘:. [} la combmdcmn dc cnda uno: dc los

fueron cenlrifugados a 1300 g, 30 min, cl Llanol absolulo se decam y- cl” bolot dc )NA sc :

enjuagd en 100 pul . de agua. Sc—f'dclcrmmoAla -coh’ccnlracy de. DNA: con un

espectrofotometro.: Una vez. conocula 1'1 cnnudad de: DNA~~,v pana la cuanuf fcacion del

porcenlaje dc 5- MDC 'se uulxzé l mg/ml de DNA‘. "“_cha muestra, el DNA fuc

hllell/:ddO sug,un el mctod 'dc Gelnkc cl ‘

fueron mycctadas cn un =I-IPLC I-Icwlcll-]’uck \

Uluraesfera ODS 4. 5 x 25 cm (eletamaﬁo d

realizé a 30°C La “lccmca-'d‘c IIPLC -s¢:llevo:areabo sepgun ¢l método reportado con

anterioridad para 5-MDC. (Wise and. Huass, 1994), lus mucstras sc corricron ¢n tres
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ocasiones para cada donador y el porcentaje de 5-MDC sc obtuvo del promedio de los datos

de cada corrida. -

Integridad de los microtibulos

Fibroblastos normales fueron donados por ¢l Dr anh Gcbhm}lﬁf Las 'éjiillas;ﬁ'fﬁéi;cil"i' -

tubulina (/ymcd FU/\ 1200 cn una mluc:on al 2% de dlbum na)
adiciono y las lammlllas se’colocaron cn una camara himeda 30 mi

cn 4 ocasioncs_con una solucién de TB3S-Triton-X-100.

células Fuclon contralefiidas. con DAI’[ (l m_'/ml) I mln,

solucion protectora contra la luz; Los microlilbulu' dc 100 ullvas fucnon

analizados cn su morfologia, orxcnlauon ﬂdislribucion_;con L‘m'-'nii_p'r()s'copio dc

Mluorescencia Zciss. Se reahzaron trcs ex punmcnlus mdcpwdlcnlcs
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Resonancin Nuclear Magnética

Para investigar una posiblé interaccion qufmxca cxtlacclular' éntre"-'SAM “y=NaAsOy que

Eclipse -+300 (300 MII7) a tcmpcmlum dmblullb, uuhzando tclmmc,,t,l]slkmo_, como

referencia externa,

LEstadistica
Los andlisis cstadisticos se realizaron con una prucba de chi-cuadrada con correccion de
Yates. Los valores de p (dos colas) menores o iguales a 0.05 fueron considerados como

significativos cn todos los cxperimentos.’
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7. Resultados
Cultives-de sangre entera
E/éclus dé S .mb/'c la firecuencia da.célulus con A/INV

Para cvalum loq posnblcs cfectos dc SAM soblc la ﬁccucnua dc MN sc uulmuon dlSllllldS

comcnlmuoncs dc esta sustancm (O ]7 l. 7y 17'- 1M ‘ L’l Il[,una 4 mucslm 1.1 proporcwn dc' o

CLlLlldb melcledd’lS con MN (CBMN) y puede b lvalse'quc SAM no mcrcmcnlo' este -

cultivos lratzlclos_conf'alg;" dc los dos agentes alqmlunlcs ™M

or SOABZ, un mhlbldoﬂ

Aunquc disljlil\‘l,lyé; éf 50% ‘liﬁ 'pn{opoxjci()n dc , MN ‘in}d"dcuvl'

P

de la polimerizaci na(l‘lg 5C; p =0.05).

Lfectos de SA M sobre:laproliferacion :ééli)/(i/r'

La tabla lV mucslla cl f'ecto‘dc;dlsumo., (mtdmu.nlos cn la pxohfcmuon (.clulal evaluada

por la ﬁ'ccucn‘ci vcc.lulas quc’sc dxwdlcmn una vez en’ cullnvo (cdulas bmuclcud.ns)
SAM no alluo la plohlc.rduon cclulm mientras quc cl poxccnm_)c dc cclulab bmuclwdas se”
redujo cn culllvos tratados con NaAsO,; MMC, o ClS mdlcando un retrazo cn la

proliferacion cclular, EL SOABZ no modilicd cste pardmetro. La prolifcracion en los

cultivos con SAM y NaAsO; sc rceuperd conforine la concenfracion de SAM sc
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incrementd. Sin cmbargo, SAM no protegio a las células del efecto citotéxico de MMC o

CIS.

Tabla 1V.- Lfceto de S-adenosil-L-metionina (SAM) cn ¢l porcenlaje de células binucleadas

después de 24 h de tratamiento con difcrentes agentes: Arsenito de sadio (NaAsQz, 10 pM);

mitomicina. C (MMC,: 10 uM); cisplatino - (CIS, 10 uM); y sulfoxido de albendazol

(SOABZ, 10 pM).

R

Tratamicnto

Linfocitos binucleados (26) ™

Control 785
SAM 0.17 nM 78 &4
SAM 1.7 nM 80+ 1
SAM 17 nM 78 &4
NaAsO; 43 g H*
NaAsO+SAM 0.17 nM] 504 10 **
NaAsQO; +SAM 1.7 nM 67 % 11
NuaAsO> +SAM 17 nM 66+ 5
MMC 26 47
MMC-+SAM 17 nM 3249 %k
CIS 360 **
CIS +SAM 17 nM 4147 **
ABZSO 75+£3
ABZSO+SAM 17 nM 7542

* Media y desviacion estindar de 4 experimentos independientes; ** p< 0.01, X2 con

corrcecion de Yatcs

Concentraciones intracelulares de SAM .

Parn analizar si la reduceion en lofrecuencia deMN por NaAsO; estuba relacionada con las

alteracioncs en los niveles intracclulares de SAM sc cvaluaron las concentracioncs

TESIS CON

FALLA DI ORIGEN

48



intracclularcs de esta molécula. Los lcsullados mdlcan que mnguno de lo'i compuc stos

probados redujo de’ manera‘mgmﬂcalwa la conccnll '\Clon mlracclul'lr dc SAM despuw de’

24 h de llal.mm.nto‘ Los cultlvos uatados con NaAsO y::SAM:mostr un hgcro.

incremento de S/\M mlracelular 0.2 ng,/ml con Nd/\SOz y 0.3 ng/ml_ o1 ‘Na/\soz y /\M),

esta cllfucncm no I’uc eqtadlsllcamcnlu supmllcauva (’l abla V) _

Tabla V.-Lfecto de s-adenosil-L-mctionina (SAM), arscnito de sodio (NaAsOz) o' SAM +
NaAsQ; en la concentracion intracelular de SAM en linfocitos de sangre entera despuds de

24 h de tratamiento.

Tratamiento Porcentije [SAM] ng/mi
CONTROL 100 0.23
SAM 104 - 0.24
NaAsO, 91 0.21
NaAsQ; + SAM 128 0.30

Cultivos de linfocitos aistados

Dado que algunas de las metodologias empleadas requerfan del uso-de linfocitos aislados,

sc realizaron experimenlos para evaluar la I’r_c&icncia de MN incl"uck:iyflz‘l;]v)b]‘:S/;M y los ‘(kjlr"os
agentes xcnobidticos cn cultivos fdédfnfocilos aislados. Las ﬁgums 6 y 7 mut.stlan la
ﬁccucncm dc MN. en lmf‘ocxtos mslddos tratados con N'l/\st. SOABZ, MMC o CIS. Iin
generuld -los xcsultados I'ucron snmlarcs, no obstanle quc las u,lulas tratadas con NaAsO;
fucron mds qcnslblcs quc los culuvos du sangre (.nu.m. Los lm[‘oulos tratados con CIS

MMC y SOABZ lil\'icréﬁ frecucncias muy simil:ircé a las que sc encontraron en linfocitos
de sangre Lnlt.ld. La ‘admlmslracmn de SAM lLdlI]() ¢l namero de células micronucleadas

cn los cultivos traiados con NaAsO, y SOABZ, no asi en aquellos tratados con MMC y
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CIS. El ll'\t'lrﬁl(:l)lO con CLC un mhlbldor clisico dc la poluncrxzacmn dc microtibulos
indujo. una ﬁccucncla clevada de  MN’ cn c‘ulllvos ‘de linfocitlos ais lados, efecto que fue
prevenido porla udicién dc SAM (Fig. 8). l\vliqnu}as que de los cuatro agentes desmetilantes
del DN/\, solo S;AZA incrementd la frcciwncia de MN (l*‘ig.v9).'Sin cmbargo, SAM no
modilico siénil’xc’ativamcnté‘ la pro;")bréric'm de. células con MN 1ndu01da por. 5-AZA (Fig.

10).

Metilacion globul del DNA'

La labla V[ mucalra quc nmguno dc los: ‘ngcnlcs quimxco ’ '\llc1 si gx ﬁuallv umntc (.l

porcentaje de cnlosmas metlladas, a cxccpc;on dcl controlzposluvo, lu~5; A7 A la cual lCdUJO
un 36% las ulosmas meuhdas con respecto al conllol esle’ evento fue conuuncslado con la

adicion de SANM, si bien no sé recuperd hasta un 100%, sino so6lo un 85% con respecto al

control.

Alteraciones en la morfologia y distribucion de los microtibulos
Se analizo el efecto de SAM sobre la integridad de los microtiibulos cuando-¢slos: fucron
tratados con NaAsO,, SOABZ y CLC. Como sc mucstra en la figura 11, las célulus tratadas

con S/\M mostraron una mtcgndad y organizacion de lo., mxcxolubulos muy sumlm a. 1.1

que prescntaron las ccluhs conllol, pot ¢l c,onlmno, las ¢ ]ll_ldS lmldd.ls um NaAsO-.,

SOABZ o CLC camblaron completamente la ox[,,’mwacnon € mcluswe la mlcgndad de qu

microttbulos (Figura H) Sin embargo. tanto la mlq,ndnd como la orgnmzucmn que sc
habia perdido con el tratamicnto se recuperd en zitlllcllus células a las cuales se lcs
administré al mismo tiempo el tratamiento de SAM (Figura 11). La tabla VI muestra ¢l

promedio de tres experimentos del efecto de SANLsobre [a frecuencin de células con
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altcracioncs ‘en-el c:toeqquclclo dc tubulnm cn un lolul dc 100 célulm Los trua '\g,cnics

utilizados” lnucmemar ot

reducir el ndimero
células con al

tratados con SOABZ redujo un 46% y cu los tratados con CLC la disminucién fuc de un

?2()/

- dcno "]L—mulxonnm cn cl poxccnlajc dc 5-111cl|ldcso‘ucmclma en

Tabla V1.~ Efecto do

cultivos li‘aladb’s:"f:éoﬁ at e SOdIO (Na/\ .Oz, lO;LM) sulfomdo dc albcndd/ol (SO/\B?

10 pM), Clbpldllllo (CIS10 uM)y 5: A;K.Ill(hna (5 /\/A l()pM)

Tratamionto % 5-MDC
o Media DI
CONTROL | 4.12 0.25
SAM 413 096
NaAsO; | 3.9 0.37
NaAsQa+ SAM| 4.23 0.52
[ soABz | 401 0.49
[SOABZASAM | 411 | o018 |
CIS 4006 0.21
CISTSAM | '3 i3
SRR aen [T TeaE TESIS CON
Sazavsa | iy |~ wim——|  LLALLADE ORIGEN

" p<0.00001 vs. CONTROL; " p = (.02 vs. SANL: © p = 0.0006 vs. 5-AZA.




Resonancia Nuclear Magnética

Los cnsayos de RNM muestran que no existe ningtn tipo-de 'desplazamicnto de las scffales

de los dtomos dec H de la molécula; de olucidn con: NaAsO,

(Anexo 3), lo que indica que no-existe: ningin_tip cvixilcgacqién‘:qilf,mipa.'¢11tf¢ ambas

‘al NaAsO; .para causar

moléculas cn ¢l medio extracelular capaz de rest

dafio al DNA.

Tabla VI Efcclos of S-adenosil-Lemetionina (SAM; <17 nM) cn la - frecuencia de
alteraciones cn los microtibulos (MT)-y cél‘ul‘zi‘s,covn ‘1‘11i'c':xj01‘1‘1'xélcbs (MN)bcn fibroblastos

tratados con dislintos compuestos.

Tratamicento “Alicraciones de MT C¢élulas coﬁ MN
(media% + DIE) (cn 500 células)
Control ‘ 3.0:4£ L0 4.04: 1.0
SAM 4.0 1.7 4.0420
Arseniio de sadio (10 M) PREPARL 375157
Arscnito de sodio + SAM 6.7+15¢ 53+1.5°¢
Colcemid (10 pM) 613350 8.0£17
Colcemid -+ SAM 47.7 £25%" 6.0+ 1.7
Sulfoxido de albendazol (10 pM) 27.7£25%" 6.3+0.6
Sulféxido de albendazol + SAM 15.04. 1.7 %PC 4.0+0.0

DE: Desviacion estandar de 3 experimentos; * p <0.01 vs control; & P <0.02 vs SAM; ¢ p=

0.05 vs tratmmicnto sin SAM; p de dos colas. X? con correccion de Yates
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CONTROL  0.17 L7 17 NaAsO2 - 017 LT 17
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Figura 4- Efccto de varias concentraciones de s-adenosil-L-metionina (SAM, 0.17, 1.7
y 17 nM) en la frecuencia de micronicleos (MN) en linfocitos de sangre entera
despucs del teatamiento por 24 h con y sin arscnito de sodio (NaAsOz; 10pM). Las
barras representan la media de seis experimentos y sus desviaciones estandar, las que
se encueniran a L izquicrda de NaAsO; son los cultivos con SAM solamente y las que

estian a la derecha tiene distintas concentraciones de SAM mis el NaAsQa.
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Figura 5- Efecto de la s-adenosil-L-metionina (SAM, 17 nM) sobre la frecuencia de
micronticleos (MN) inducida cn linfocitos de sanpre entera por A) mitomicina €
(MMC; 10 pV), B) cisplatino (CIS; 10 pM) y C) sultoxido de albendazol (SOABZ; 10

UM}, Las barras representan la medin de scis expevimentos independientes y sus

desviaciones estiindar,
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Figura 6- Lfecto de la s-adenosil-L-metionina (SAM, 17 nM) sobre Ia frecuencia de
micronicleos (MN) inducida en linfocitos aislados por: A) arsenito de sodio (NaAsOa;
10 M) ¥ B) sulfoxido de albendazol (SOABZ; 10 M), Las barras representan la

media de al menos cuatro experimentos independientes y sus desviaciones estindar.,
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Figura 7- Efecto de la s-adenosil-L-mctionina (SAM, 17 aM) sobre In frecuencia de

micronicleos (MN) inducida en linfocitns aislados por: A) mitomicina C (MMC; 10

M) ¥ B) cisolatino (CIS; 10 uM), Las baveas vepresentan la media de al moenos cnadro

experimentos independicentes y sus desviaciones eztindar,
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Figura 8- Efecto de la s-adenosil-L-metionina (SAM, 17 nM) sobre Ia frecuencia de

microntcleos (MN) inducida cn linfocites aislados por colecemid (CLC; 10 puM).
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Figura 9- Efccto de varios agentes desmetilantes: S-azacitidina (5-AZA; 10 M),

hidralacina (IHDRA; 10 nM), ctionina (ETT10; 10 uM) y procainamida (PROC; 10

M) sobre la frecuencia de microndcleos (MN) inducida en linfocitos aislados. Las

barras representan la media de al menos enatro experimentos independicntes y sus

desviaciones estindar,
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Figura 10- Efccto de la s-adenosil-1.-metionina (SADM, 17 aM) sobre Ia frecuencia de

microntcleos (MN) inducida en linfocitos aislades por S-azacitidina (5-AZA; 10 (M),
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CONTROL

Figura 11- Ejemplo de los tipos de morfologia del citoesqueleto presentadas por las
células ante los ¢l tratamiento con arsenito de sodio, s-adenosil-L-metionina (SAM) y

SADM miis arsenito de sodio.
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8. Discusion

El metabolismo de los grupos metllo cs: una- pleza clave pard el mamcnumento y control de-

Lu, 2000). Cu'mdo hay altuaclones cn el

deficiencia cn la. blOdlSpombllldad dc SAM cuyastcons cucncias ptneden' llcgar-a ser tan

graves como c_l_dc.s ollo:de: cnfcrmcdddcs cakdlovascularcs y: nClerI()[,lcﬂb asi como el

cancer y Ia dlabctcs (P'ullsen y Fcrguson-Smllhv 200]) Las fdll’ls en cl metabolismo de los
grupos mculo pucclc.n scr ou[:,mad'ls por dcfcclos cn ' las enzimas quc participan cn csle
proceso; por deficiencias nutricionales, oh_blen*por la exposicion a agentes quimicos:
Compuestos halogenados, anticonvulsivo‘s, é;lllillaé(abdlilos como el mclolrc.\'atc,‘ lé 5-’)\2/\,

la ctionina, y metalcs como cl zinc, cl msuuco Y. cl cadmio, son algunos dc los a[,cnlcs

quimicos que pueden modificar la dnspombnlxdad dc gl upos mculo y de csla m “crrzyx mdujp;r ‘

algunas enfermedades relacionadas con ch‘ cu,ncms en grupos mculo (Ikou ,

Los mccamsmos mediante ]os cuales eslos agcnlcs quimlcos inducen du,hos cf (,cl 4s dun no

cstin aclarados completamente, pero exisien cvndcnuas. que indican quc las dcﬁucncms cn
componenies del metabolismo del grupos mectilo causan cambios cpigenéticos, como
alteracioncs cn cl cstado de metilacidn del DNA, asi come también un incremento cn Ia
frecuencia de dafio estructural y numérico en el DNA, como rompimicntos cremosomicos y

MN, que pueden asociarse a enfermedades como cl cancer (Listeller y Herman, 2002). Por
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cjemplo, cl ar scmco es un carcmogcno hum'mo quc uull/a al {,mpo mctllo dc SAM en su

d blodmpombllldad dc eslt molecula pam

mctabollsmo, por lo que es capa7 dc lcduul

otros proccsos blO]O},lCOS y d | DNA (7hao ct al., 1997) , (.'c,mplo son'

los compuustos; polxhalogenados_como cl tctracloruxo dc carbono Ias dmmms,

comp,uc’slds 'qu‘ son’ carcmogcmcos y quc caus’m d]lCI acnoncs ‘en la dl.,pomluhdad ck, SAM

(Poiricr ct al., 2003)

Basados cn lo-anterior; el-objetivo-del‘trabajo fuc analizar los efectos dcvla,administracién

cxogena de. SAN mpucslos cn

altera cl ulocsquclcto dc tubulma, la M‘\IC y cl CIS quc son agcnlcs dlqmlanlcs quec

producen rompimientos cromosémicos. Estos- compuest'os ucron probados tanto cn

cultivos de sangtc entera como en lmfomloa mslados. E 1'10 ct 11\'05 de linfocitos aislados

tambicn sc analizo cl cfccto de CLC un lllhlbl(lol (lu ipoli_mcrizacién de los microtibulos,

y varios agenles desmelilan'tcs como la ’S—AZ/\_,‘?:Jafelionina, la  hidralazina y la

procainamida,

Los resultados cn‘cultivos de éangrc compl?:lzfmoslrurou quc SAM redujo de manera
significativa la frecuencia de MN en las células tratadas con NaAsQz, a diferencia de lo
observado cn aquellas tratadas con agentes alquiluntes como la MMC y ¢l CIS en las cuales
SAM no [uc capaz de reducir la frecuencia de MN. De manera interesante, fos cultivos

tratados con ¢l SOABZ, inhibidor de Ia polimerizacion de tubulina, mostraron un
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componlmmcnlo muy snmllar al du los lmfocllos lldlddos con NaAst y -SAM,

‘:‘10'1_dc. la mﬂucncla dc SAM soble.' ung.uno ‘dc los

arsénico desarroflan més tempranamenic lesiones en la picl y otros sintomas cuusados por
arsénico, inclusive a concentraciones menorcs que las de otras poblacioncs alimentadas con
dictas mils nutritivas, las cua‘l‘és tuvicron ‘menores clectos toxicos provocados por el

arsénico (Ruan ¢t al., 2000), Si ,bkicn,kdi,Chc‘) csludio no annliza el papel especifico de SAM o

SUS precursores on los cfectos dcl arscmco, de mancra indirceta sus resultados apoyan un

posible cfecto protector de SAM sobre. la genotéxicidad del arsénico.
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Para cvaluar que cl efcclo protector de SAM no se dcbla a uma mtudccu‘)n quimica
extracelular "'quc 'mactlvnra al"NaAsQO3, ‘se rculmlron cnsayos dc RNM Fslos analisis

demostraron que no cmslc ningtn tipo de interaccién qu(mica C111ré SAM;y NuAst cn un

medio extracelular, lo cual suglcre que SAM estid mvolucmdo uctlv(uncnu. on la 1cduccnon

dela frccucncm de MN mducxda por ¢l NaAsQ;.

Otra posibilidad que debiamos descartar cra la influencia de. la prolifcracion celular.en la

reportado zmlc‘rioi’nwn : (Raml'rc”‘cl al., 200!) JP

o CIS mucstran una dlsmmucmn en'su pxoh(‘cracno dmmlslmcno ;de SAM no alterd

estos resultados. Por. lo quc podemos concluir quc la 1cducu()n dc la ﬁccuenua db MN cn
las células mducxda por SAM en células truludas c‘onrNa_AsO‘z‘ o’cou SOABZ no sc¢ dcbe a
una disminucion en la expresion del dailo causada por alteraciones en la prolifcracion

celular,

El siguicnle objetivo fue evaluar si la metilacion del DNA y los caiubios en las

concentracionces intracelulares de SAM podrfan jugar algtin papel en ¢l efecto protector
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obscrvado. La cvaluacxén de la conccntmcxén mlmcclulal dc SAM, mn cmbal[,o duuostro

que los camb10‘S
compucslos lar 'lc' '6n7~_dc

SAM a- los culllvos tralados con’ NnAsOa mcncmcnla hgcmmcnlc la com.enuacwn

mlmcclular dc SAM ‘pero nuevamente de manera poco sngml" catlva. 9

N

Debido a que la determinacion de la metilacion global del DNA s_{;;d(:b’efl:acchcq, células

NaAsO, 0 SOABZ era sumhr al obscrvado en vmuc complcta, a misma mancia SAM

ne redujo la hccucncm de MN en cclulas tratadas con MMC o Clb

Los resultados del andlisis de 5-MDC mostraron que ni'n[;uno clc‘,los,a‘gcnlcs probados

altero cl porcentaje de: citosinas metiladas a C\cc,pcwn dc la 5 /\/A (umlxol positivo),

cfecto que fue reducido con la admlmsuacmn du S/\M Fl—'lratmmcnto con Na/\qu no

mostré que cn nucstro sistcma, los camblo'. en: Ll c;l(u 0 l,lolml dc mclllduon del DNA no
cstdn involucrados cn la rcduccnon de la’ hu,ucncm dc MN obscnvados cn los cultivos a los
cuales se les administré. SAM. De hecho, cslos cambios tampoco estian relacionados con la
induccion de MN como lo sugiércxi fos resultados de los experinientos de los apentes

desmetilantes, A excepeion de la 5-AZA, ningino de los agenle desmetilantes del DNA,
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que cvaluamos, incrcmenlé la frecuencia de MN en linfocitos aislados; aunque de manera

porcentaje d‘c'k"S MDC'e

rclacionados. Dadk

con la reduccio

descartar que exis

posxbllulud l’oklj"!;-
m.umlum céntu.nc sccucncms alla-saldllc lli:ﬁﬂ(_:;ﬂp- c t \;alé', cSlc‘Iipo de sccucncias
tambi¢n se cncucntran cn otras rcgioncs que no fo‘rhwn-cf cdiitrémcro y se ha sugerido que
cstas Ultimas se cncuentran altamente mcliladas lo que impide que se lormen otros

centromeros funcionales en un mismo cromosoma (Ghrlich, 2002; Amor y Choo, 2002). Si

estas sccuencias son desmetiladas cs posible que pucdan funcionar como centromeros ¢
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inducir alteraciones en la segregacion cromosémica cn el momento de lu division cclular

que incluso podrian-observarse como MN.

Si ¢l efeeto protector de SAM sobre la induccion de MN por el NaAsO; no ¢s resultado de
allcracioncs en el cStado_ de inetilacién global del DNA ¢ Qué otros meeanisios podrian
cstar iny olucrados" El NaAst cs mpa7 dc inducir cl dafio al DNA por distintos

mecanismos, uno de los que se han propucslo son las alteraciones cn la polimerizacion de

'997

los MT (Ra‘mx’rcz;"c al.; chslam y Nxmgu 2000), mtmﬁrlcndo con la scgregacion

correcla dc lds cr 148 dura le |-.l 'm.tfdsc lcloﬁlsc. Es s un. mc.cambmo de mduccmn

de MN quc (,l NaAst ompartc con'cl SO/\BA, un mlnbldo de: ld polxmcxmncién dx. MI

decidid ulilizar este tipo de células para laulllm cl'm l'S's de la intcgridad dc l’os MTs ya
que creeen fdcilmente adheridas a la supcrﬁcic-dc laminillas de cultivo cvitando asi una
mayor manipulacion de las células. Los resultados mostraron que tanto ¢l NaAsO, como cl
SOABZ y el CLC incrementaron el ntimero de células con alteraciones y desarreglos de los

MTs, y que la administracion de SAM redujo tal cfecto, sicndo mucho mas evidente en los

cultivos tratados con NaAsQa. En cstas células se evalud simulténcamente la frecuencia de
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MN c¢n C'ula uno dc los tratamlemos cm.onuaudosc un 111crcmcnlo en cl numclo de células

telofase sc pucdcn produmr crroncs en la scg,xc;,acnon'uomosémL, ‘lo?é'ual'{r;icr!d como

consecuencia el retraso de cromosomas y la for macnon dt. MN

,Como se explicabla reduccion de MN por SAM bajo csta perspectiva? Es probable que
SAM sca capaz dc proteger a los MTs dircela o indircctamente de los clectos toxicos del
NaAsOa, ¢l SOABZ y el CLC, de tal forma que sc permiticra la polimerizocion-
despolimerizacién y de esta forma se redujera el nimero de células con alteraciones en la
scgregacion. cromosémica, lo que conllevaria a la reduccién ‘de cvcntos de rclr’aéo
cromosomico y la generacion de MN. Esta cwpllcncmn sc apoya cn la apdnuon dc MN tan

s6lo 2 h después dcl tratamlcnto de celuhq cultlvadas duranlc 24 h, hccho que so]o sc

puede explicar po'r;,al,lcfa'c‘_:o;jcs cn la 11‘1ac1uina1‘ia de scgrcgacién‘milé[ica cn células que sc¢

cncomral:;al:lL
scgrcgaéiic"ni ~,’etr1‘iel momento del tratamiento, También es intercsante analizar
cl efceto d(. ada uro de los agentes de mancra individual, ya que a pesar de que los tres
inhiben lzﬁqlinic’:ri?.acién del citoesquelcto de tubulina, lo hacen con distintas capacidades,

hecho que se puede evaluar indircetamente al analizar ¢l namero de células que cada uno

altero y la capacidad de SAM para revertir estos cfectos. Por un lado tenemos que ¢l CLC
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cn lodos los casos fuc el quc mcrcmcnto cit ma},or pmpmc:én la frecuencia de MN y

e

también ——cl;—qud} mdu;o’

] mayor nimero- dc, cdulas con dusarrcglos del cxtocqquel«.to, o

‘ Ozy 1 SOABZ. La adnumslmcnon dL SAM a pcsm de scr capaz dc

1cducn ambos cfcctos rclacxonados con cl citoes quclclo {o hizo dc acuculo a la canudad de
) dnﬁo géncﬂ‘zj{do”'por';;cada tralamicnto, sicndo muy efcctivo para reducir ¢l dufio inducido

tanto por NuAsO, y por SOABZ, no asi en lus cultivos tratados con CLC.

{Como puede SAM proteger Ia dinamica de despolimerizacion y polimerizacién
durante la anafase-telofase de los MTs en presencia de los disruptores y de esta forma
inhibir la formacion de iVIN? Nuestros datos ain no son concluyentes al respeeto, ya que
no dan cvidencias definitivas de que cstos cventos estén sucediendo y de que scan los
responsables de la reduccidn del dano obscw ido como MN y de que xli pm"cccr SAM:este

protegicndo u las cclulas de cslc llpo de dafio. Sin unbm;ao, sc lmn lcpmlado albunaq

rcportado‘”l ;

durante la ncuruhcn()n ya quc deficiencias cn esta molécula provocan defectos del cierre de

tubo ncura] cf'eclos que se encuentran muy relacionados con alteraciones en la capacidad
migratoria de los ncuroblastos, lu cual a su vez depende directamente de citocsqueleto de

tubulina y de los neurolilamentos. Por lo que no serfa dificil relacionar que Ias reducciones
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en acido fé]lco provocan dcﬁmenclas cn-los mve]cs dc SAM allerando las rcaccnoncs de

u'mmmulac:on y con~ello la eslructum y f uncmnamxcnle clc. ncuno[" lzuncmus y lubulma,

cntendm cl papcl que estd jugando SAM en la rcducc1on dc ]a I‘ rccucncm dc MN mvolucra

la proplcdad de SAM de actuar como un 'mapadox de radlcalcs hbles (LleCl 2002),

d(. Im l\'ll m(lucula pon cI tratamicnto,

xcnto dumntc la scgregacidn cromosémica y cvitando la
gencrac i n’ clc MN Sc sabc quc cl N.n/\st es capaz de inducir un cstrés oxidativo en las
células: traladas (Kilchin y Ahmad, 2003); sin ecmbargo, no sc tienen reportes de que el

SOABZ o el CLC tengan csta capacidad oxidante.

Las hipotesis antes discutidas tanto de las alleraciones en la metilacion, como de la
oxidacién de la tubulina involucran a SAM de¢ manera directa y serfan convincenics si se

supiera quc tanto el CLC;.como ¢l SOABZ o-10s benzimidazoles carbamatados, cn general,

aitubulina o de inducir dafio oxidativo. Sin

reporte: que avalen estos cventos. Otra posible

explicacion a los cfcbtosf:.~q contrainos: de SAM sobre ¢l dafio inducido por estos
agentes involucra su participacion dé mancra més indirecta, asi como la de una proteina de

choque térmico, Hsp70 (Heath shock protein 70). Sc ha reportado que la sobre-expresion
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de csta plotcina es capa7 dc xeducxr la frc.cucncm cle MN con’ cnomosomas complctos en

2002), csm sobrc e,\pu.s n tamblcn es Ia"

células humanas cxpuestas 'I'NaAst (BdlllCS al

inclcpcnc’l'ié'lilcmentekdel agente quc, causc (ales alteraciones, hecho que dcpcndcrd de Ia
dlspomlnhddcl dc qu70 acllva por lo quc, en ceste momento sc utilizarian mas moléeulas de
asu loym proteger a la tubulina durante cl cstrés

cclular, /‘,\‘lngrcga _SA"N ! ulllﬂ 0s las,células tratadus con NaAsO;, SOADZ o CL.C

tendrian 'Lii)a mayo serva de grupos niclilo quc podrian utilizar durante Ja formacion de
Hsp70 I‘unuond les, mantemendo asi la cstructura del huso mitético. Como sc puede
observar, c11~11i11gﬁ11 momento sc habla dc (ue CLC o ¢l SOABZ estén alterando ¢l estado

de mectilacion de las proteinas ni tampoco que cstuvieran oxidandolas, simplemente cstan

sonicticndo a las células a un estrés, ¢l cual de manera intrinscea involucra ¢l uso de los

grupo metilo para poder metilar a las proteinas que se yan a encarpar de la estabilizacion
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del cntocbquclclo Ademas, csta lnpotcsxs tambu.n pucde c‘qwllcar las dlfercncms en cuanlo a

‘ln‘ ﬁ'ccucncm

la capaudad de..SAM para reduc1 1cndo menon en los cullwos

tmmdoq con CLC y mucho mc_)ox en NaAsO y-SO acxon.mdo con la capacxdud

de cslns substancias de altcrar, la‘cslrucuud a foxma, cl CL al ser mucho'

Vmas polcnlc para mteracclonar con h mbullna y allm ar vl;arreglo dc los MT, mduce un'
maym cslu,s, por lo que se requerirfan mas molcculas metlladas clc IIsp70 cvcnlo (]Ll(.‘
quizd .q,mc lds 1csc1vas de SAM, lo cual sc refleje en la mcapacndad dc (,slc de chucxr en

gran propqrcnénla frccucncxa de células micronucleadas, lo que no sucederfa en ¢l cuso del

NaAsO, y del SOABZ,




9. Conclusionces

El presente trabajo demuestra quc SAM lcvmtc cl ddno expresado como MN cn lmfocnos,_

protector lun marcado que mostré SAM,

A la [echa no exisie ningln reporle acerca del efecto protector de SANI sobre la
gcnomxicidixd inducida por algiin xcnobidtico, Considcfando que alrededor de 200,000,000
de personas cn el mundo estan expuestas a los efeclos toxicos del arsénico, esrimporlanle
dcsarrollar medidas para disminuir sus cfcclos: toxicos, cntre cllos su gcnéloxicidéd, y asi
cvitar el dcsarrollo de enfcrmcdadcé como cl cancer, las cuules son ‘allamcnlc frecucntes en
eslas poblacxones uémcamemc expucslns. Si bien SAM ha mostrado un cfecto protector cn
linfocitos humanos tratados con NaAst, atn no lcncmo pruebas de quc csto pueda ocurrir
in vivo y mucho menos si pucclcn contrarrestar los clectos de una exposicion cronica, Sin
cmbargo,y cs iiilcrés:mlg explorar nucvas ”zklllrcma(ivas pata proteger a los individuos
expucestos crénicamente a arsénico. Considéro que cste trabajo puede ser la base solida de
cstudios futuros que tengan como objetivo el uso de SAM como agente protector de dafio al

DNA en individuos expuestos.,
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Por olrdilado,' ‘jl hecho de que SAM prolq.n a las cclulas c‘q)u "'tas a dlslmlos mlmmcntos:

los mlcrolubulosvnos b

quc alluan Ia d amlca de polxmcruacuﬁm dc maaltcmatl\'a p;uja

pod‘crcnl nder. cl ‘mccamsmo por el cual SAM.

genes.

Finalmente solo hace falta enfatizar que este cstudio 111L1Y§])|'Qbablcnjcnllc :'s'eri't parte de una
scric de estudios que trataran de encontrar solucioncs pam contrarrcetm o plcvcnu cl daiio

genético en scres humanos, por lo cual sus aphcauoncs puulcn sc1 ilimitadas.
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APENDICE 1
Eyaluacion de micronicleos in vitro
Ll estudio del dafio al DNA a nivel cromosémico ¢s muy imporhinlc ya que cslas
alteracionds representan cventos fundumc‘nmlés para ¢f desarrollo de algunas enfermedades

como el cancer, Las'eviden’cia's 'disponiblcs sugicren que las anormalidades cromoso6micas

son una consccuencm dlrect -del daﬁo nl IDNA. Dentro dc cstas allcmcnoncs cromosdmicas

se cncucnlrm\ los rdmpmnenlos las trmlslocucioncs, la pérdida y mala scgregacion de los
cromosomas. Las tecmcas de cxtogcmlln LLLSIC«'.I que evaltan eslc llpo de clano se ba san en

la obqu vacion. y conteo dc kas abcuacxonc cuando la cclula cs SLa; cn mclafabc cstc

acctcumu.mo provee un alld]lSlS muy dcl.lllado, pcro su wmplqldad _‘y Iabouosndad asl :

como la pcrdxda cromosémlca debnch aar lcf'aclos lucmcns han cstlmulado la valldacmn dc

otras metodologias.

Alrededor de los afios 70°s Heddle (1973) propuso que una alternativa pm'a la cvaluacién
del dafio cromosémico era el conteo de micronticleos (M’\l), anlcnouncnl‘. wslos p01 loa

hematdlogos quicnes les dlcron cl nombl de cuctpo dc llowcll lolly slcndo csloa

pequeiios cucrpos nuclcarcs quc se luuau con cl. (,olomnlg, dc I‘c.ul;,cn on lCUClllOCllOS

humanos, ’l’icmpo’cjcs C emosllo quc ‘no: solo c‘podf{ui ‘1‘caliz'zu' li:s cvaluacioncs de

MN cn células de médul 'Qsea, sino quc ’ld&.llhlb se podlan usar distintos lnpos celulares que

s¢ encontraran en division.

Los MN se expresan en células cn division y son cstructuras celularcs que se formin

durante la telofase ya sea por la ruptura o pérdida dec cromosomas durante la division

mitdtica o meidtica (Fenech, 2000). A cste malcrial cromosdmico se le forma una envoltura
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nuclear similar a la dcl in'lclcé durante la lclofasc y adcim’ls picrdc,ln cstrucltnra nltamcntc ‘

compacla quu s gcnera para poder formar cmmoqom'ls "por lo que se bbCIV comdup :

campo cs cl bloqueo de la cxtosmesns pm mcdlo dc, un mhlbldor dc la pollmenm on dc

actina, la cnlocalasmu B (]"encch y Morley, 19‘36) Con cste mclodo las cclulas quc. lmn

completado un ciclo de division son retenidas en un csludo binuclcad_ l.bldq’ucar cl

proceso de division citopldsmica o citocinesis por-accion de la citocalasin -y- por_son
facilmente 'ideynliﬁcadas al microscopio por su aparicncia binucleada.‘ Ad\emus: esla {écnica
permite cvqluar la cinética de prollfgracxon cclulm ygl quc dc.pcndlcndo dcl nimero de

nticleos qiic tenga una célula se pucdc snbcn si- no se dwndxé (mononucleada), o si lo hizo

una (bllluclcada)‘o, ‘mas,veces en cultivo (pohnuclca‘da).

A la fecha los estudios de Fenech et al (2003) han sido los que mis auge han dado a la
cvaluacion de MN como una mctodologia alternativa al andlisis de  aberraciones

cromaosomicas, sicndo este grupo el que se ha dedicado en gron medida a la estandarizacion
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de los métodos asf como al establecimicnto de los criterios para el desarrollo y andlisis de

MN.

A continuaciéon describo los criterios mids recientes que se han cstablecido para la

evaluacion de MN en células binucleadas, y los cuales se ulilizaron en cl presente trabajo.

Criterios para la identificacion de células binucleadas (CBN)

a)

b)
c)
d)

Las células deben contener dos nicleos dc apariencia similar.

Antbos nticlcos debcn cst'lr Intq,los y sltuados dcnllo dcl mlsmo cuoplaamd.

Deben posecr un lamano y palroncs dc llncxon bll‘l‘ll]'ll cs.

Los nticleos pueden:llegar a . locarsc, pc,ro mmc'x sg, cvaluamn aqucllos quc cslun

sobrelapados

Los borde: ticos debecn ;csl;il’:4ilitcgl'cjs: K

No dcbcn ser. refrmgcntes y deben ser ficilmente distinguibles de los artefactos.

No (lcbcn cstar conectados ni sobrelapados con ninguno de los niiclcos.
Ccnclalmcnle ticnen la misma intensidad que los nacleos, aunque csla a veees

pucdc scr mayor,
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APENDICE 2
'Métodos para evaluar la metilacion del DINA
La metilacién del DNA es resultado de la transferencia del-grupo metilo-de. SAM-a la

posicion 5 del anillo de purina de la citosina. Este evento ocurre cn-la’ mayoria de-los

' DNA'CQli}é la h'fpci'metila:ckié)'l; de i'e‘gioncs cspcciﬁééts qm.. 4r¢gu4]ka'l_,ik, la CX‘PI'QSi‘éylﬁlﬁd(‘S E:’?“CS
supresores de tumores se han asociadas con ¢l dcsurrolrlok’ dc canccn (.lc}isdﬂéﬂ()Z). Por lo
que la cuantificacion del estado de metilacion global v eSchiﬁ’COk del DNA es una
herramienta importante para ¢l estudio del cineer y de otras enfermedades cr(’micus; Sc I’):zm

desarrollado distintas metodologias para tratar de evaluar los niveles de metifacion de

distintos tipos celulares, por ejemplo ¢l uso de enzimas de restriccion, la’ Cromatografia
Liquida de Alta Presién (HPLC), la sccucnciacion despuds de la exposicion a bisulfito.de

sodio, la metilacion especifica de oligonucleatidos en microarreglos (MSQ).

Modificacién diferencial de citosinas por medio de hisuifito-de sodio

Este método permitc el analisis de la mietilacién del DNA en ciertas regioncs. Se basa cn la
conversion de todas las citosinas no mctiludas en timinas, en tanto que las cilosiilas
metiladas permanceen sin ninguna modificacion. ste wmétodo puede realizarse con
cantidades pecuefias de DNA; sin embargo, su limilan’le es el disefio de iniciadores para
DNA convertido por el bisulfito, una vez quic #(;l'l"z'k{jtyd;scﬁmlb estos iniciadores y que se han
hecho los PCRs correspondientes, basta con "s'ecv.lrcnc"biar los productos para poder obtener

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN 78




resultados mds o menos confiables acerca de la posicion y ¢l nimero de las citosinas

metiladas.”

Metilacién especifica de oligonucledtidos en microarreglos (MSO)
Después del tratamiento con bisulfito de sodio, ¢l DNA sc utiliza como templado para una

reaccion de PCR en la que cl uracilo ¢s inmediatamente convertido en timina, los productos

metilacion (lcl DNA necesua e] establecimicnto de curvas f:.slnnd'u 17'1das'-pam MSO

Cromatografia Liquida de Alta Presién
Los métodos de MPLC utilizados hasta hace algunos afios cran muy poco praclu.oq en cl

sentido que de utilizaban un gran volumen de 1cacc10n que ﬁnalmcn(c dxluf\ ld muestra y

poder utilizar: un’ nimero- pequeiio - de célulns ademas de- la disminticion del tiempo de

andlisis, ya que cste en vez de realizar en dias sc realiza en unas cuantas horas,




Mas rccicnlcmcnlc, sc:han'des‘arrollado dos melodologfns que, aunque estin a prucha,

parecen wvolucnonar el campo dc Ix\ mCllldClOll para”la-identificacién de nuevos genes,

cslas .son., a Ihbuclacnén dc mclllacmn dllumcml y el escando genomico con puntos de

rcslnccnon. La pumex melodologla combum cl cmplco de enzimas dc. restriceion sensibles a

mclllacxon y la’ lccnologla dc mlcromrculos para permitic ¢l taml ayc dc v'u ios miles de

islas CpG de manera Vsimullénc,a (Shi ctal., ,003) La scgund'l sc basa en elccuofmesw bi-

dimensional,
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APENDICE 3
Resonancia Nuclear Magnétiea
La resonuancia nuclear magnética es una téenica-de czu‘actcrizﬁcién ch la cual ‘el cjcmplarv es

colocado en un campo magnctlco y bombardeado con ondas dc radlo Lblas ondns de tadlo

Fourier. Se llala dc. una ccuacmn que uaclucc lab scndlcs cmmdas po los(nucluos cn

ndmeros que pucdcn ser analif/;a’d(‘)s; :

Cunndo los nuiclcos de. un étomo girun o mas bicn resucnan, y uczm un momcnlo

maz,nctnco (MM), por lo. que -cuando. se k,s LO[()Cd dcnuo dc un campo mag,nt.two

homogénco, los MM@ se almcau con cl c‘lmpo quc 511‘1 cnn cmla mclumc'lon Cuzmdo las

Lo lmpmlanlc pma podcr anahzar eslructma qmnum cw"jbs.tbcr quc mclcos dc (hlct cnics
zuomos resuehan a (llslmlas frecuencms lo qué quncnc dcul quc para hdculos cambiar de
posicion sc debe bombardear un 'uomo de (.dlbOl’lO con un.) ondu dc rz\clm de ﬁecucncm
diferente a la de un dtomo de hldrégcno. I ambxcn qmu«, dccnr quc momos suml.u(.s cn

diferentes cnlomos. como por clcmplo un ludm[,cuo umdu a un o‘u[,cno y ub hu.lloy.no

unido a un carbono, cambmn dc;posmon a. dlstmldq hu.uc,ncms Obsuvdndo a que

frecuencia cambian dc posnclon cstos nuclco 5, SC pucdc determinar como cstd compucsta fa

moldécula, asi~ como otras propiedades de la misma.;Por qué dos dtomos similares cn
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distintos cnlomos resucnan en dlSlll‘llﬂS ﬁecucnmaQ? bsto s¢ dcbc a un I‘cnomcno conocldo

ticnen en su entorno (“sienten

La mayor parte del apar'ato;fdc :'r'CSOnancia esun. gmh "enfriador” quc contiene dos lquidos :

extremadamente f‘rlos. hc.llo hqu:do (2(9°C) y nmogcno Hquxdo ( I9§°C) (.l hcllo

cheuentra ¢n l.l P

nler adcl apmmo hara enfnal una- bobma ] perconduclm‘a quc.

crea cl campo magnético 269°C . 'cl* llllrégel1qlic[t|1dp ‘lq 'odca para evitar. que ol hclxo

ara lograr una

rifaga corta de ondas de ladlo Estas onclds son absorbidas y- trans'milidas dcsclc la muestra

hasta cl xcccplm, cl cual dctoct ~"la sefial desde la muestra. Esta informacidn es luego

transmitida a la 00111|)lltziera' adosadu al RMN donde ¢s traducida y analizada.
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Fig 12.- Espectro de RNM'H (300 MHz) dec s-adenosil-L-metionina (SAM). Los

desplazamientos (8) se encuentran expresados en ppm con respecto al 'TMS,
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Fig 13.- Espectro de RNM'Hl (300 MHz) de s-adenosil-L-metionina (SAM) ¢n
combinacion con arsenito de sodio (NaAsO,). Los desplazamientos (8) s¢ encuentran

expresados en ppm con respecto al TMS.
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APENDICE 4

Proliferacion celular

Los experimentos llevados a cabo en los‘ afos 50 por: llowm d y Pclu (l‘) 3) cslubluuuun

indice. &

Sin cml)'lrgo, mas rccxcntcmcnlc con cl dcsauollo d¢ blo
simplificado la cvaluacion de la cinética dn prohlcn' ‘
citocalasina 3 permite analizar en la misma lumim“n:‘:lanlo el dafio genotdxico (c.g.

micronticleos), como el dafio en ¢l ciclo culul(u (e.g. citostaticidad), ya que al bloquear ¢l
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proceso-de CllOClanlS los nucleos dc hs wlulas huas compmlm cl mismo cxloplasma y

conlando cl numcro d : nucleos podemos dlﬁ.rcncmr aque]hs cclulas que sc dlvxdlcron una

vez cn culuvo *(binucleada), - dos ,(tclrnnuclc da), .més :dc, dos veees en culuvo

(polmuclea‘d‘a’sjde' las que s b‘“dlvxdlcxon cn culllvo (mononucleadas), con cslos datos

tambi¢n se ’j'),u_c'ld' ha ic ~conoc1do t.omo Ll mchce nuclcan p.un lo cual sc uulwa Ia‘-

siguicnte ['olmula (Eas mond y T uckcn, %‘)) NDl-— (MI+2MII f-3M]lH 4MIV/N cn dondc =

Mia MIV 1cplcscmal ol numero dc cu]uLm con | a 4 nuclcos y N I’Cpl cscnla cl uu'lcx‘o ;

total de cclulas evaluadas \E]’ ’mplco dceesla (mmula provcc mformacn

clectos ulostaucos d un’ compucslo qu[nmo cn palucula

bioldgico, ayuda a 1dcnuﬂcar agentcs \cnobloucos quc csumulan‘l pl"olil‘ernci@l:,c_clyul';lr

(Fenech, 2000).
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Porcentaje de linfocitos
diferentes. a

o arscnild dessodi

(NaAst, 10 pM) y dl)ll‘()S, B) mllomxuu

) mes conccnlmcxoms d‘

: Aadc.nosyl 'L

nono- bn- y polmmlcudos, dcspucs dc tmlumlullo pcn 24 h con

ina (SAM)

a c (MMC), SAM, y ambos,

)] cnbplauno (CIS), SAM y ambos; D) Sll“()\ld() de albcndd/ol (SOAB/), SAM, yi ambo:.

A
Tratamicnto Mononucleada Binucleadas Polinucleadas
Control 1343 8§12 5+2
SAM 0.17 nM 21 %5 78 14 342
SAM 1.7 nM 215 30+ | 4 44
SAM 17 nM 144 4 80 4 543
NaAsQO; 5649 <4319 |41
NaAs0,1SAM 0.17 nM 49411 [ 50410 121
NaAsC, FSAM 1.7 nM 30413 7411 413
NaAsO, +tSAM 17 nM 32+6 66+ 5 242
B
Tratamicnto Maononucleadas Binucleadas Polinuclcadas
Control 1547 B 78k 6 743
SAM 17 nM 16 5 78 L2 42
MMC 10 uM 74+ 7 267 0+0
SAM - MMC 639 399 0]
C
Tratimiento Mononuclcadas Binuclcadas Polinuclcadas
Control 14+8 7749 944
SAM |7 aM 16 +8 74 49 (04
CIS 10 nM 62+ 7 366 442
SAMT CTS 59 +7 B 4147 040
D
Tratamicnlo Mononuclcadas Binuclendas Polinucleadas
Contrul 21 £ 10 7749 32
SAM 17 nM 16 £5 70+ 1 O0+5
SOARZ 10 uM 22+ 5 7543 343
SA M FSOABZ 23+5 7h k2 640
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Indice nuclear en lmfocntos humanos dc.spuc.s de lmtanucnlo pon 24 h con (llf(.lt.l‘llCS

agentes - qumncos A) Varlas concenlmcmncq de s,a

de sodio- (NaAstn 1

}LM) y ambos, B). 1mlomu.

VAM) o alscnllo

riyf‘ambos C,)

cisplatino (CI S); SAM y: ambos, D) sul[b\ldo d<. albendazol (SO » 137), SAM' y ambos
Tratamicnto Indice Nucléar
Control 1.970
SAM 0.17 nM 1.853
SAM 1.7 nM 1.876
SAM 17 nM 1.960
NaAsO, 1.460
NaAsO>+SAM 0,17 nM 1.530
NaAsO; +SAM 1.7 nM 1.782
NaAsQ; +SAM 17 nM 1.720
B
Tratamicnlo Indice Nuclear
Control 1.990
SAM |7 nM 1.918
MMC 10 uM 1.260
SAM I MMC 1.320
C
Tratamiento Inilice Nuclear
Control 2.040
SAM 17 nM 2.040
CIS 10 uM 1.471
SAM+ CIS 1.410
D

Tratamiento

Indice Nuclear

Conirol 1.851
SAM 17 Nm 1.960
SOABZ 10 M 1.840
SAM-+ SOABZ 1.894
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APENDICE 5
Mecanismo de aceion de ngentes desmetilantes
S-Azacitidina

La S-azacitidina fue sintetiza hace unos 40 ufios, a partir de entonces se ha demostrado que

ticne maltiples actividades de- antimetubolilo cuando -s¢prucba- cn -células- cancerosas,

vy

siendo muy efectivo. para el tratamicnto de lu leuceniia mieloide aguda. Sin embargo, pesc a

‘de ¢1a 5-a7acmdum s I'\ mlublcnon dc ld mclll translcmsn

pesar de que no’ s¢ ha cncontmdo mng,una c.vulcnua qm mucslnc quc ¢s.cap

azde allerar el

metabolismo: de los gl upos mculo, revierte: los cl'cclos quimiojn‘otéclorp,,-dé;S/\M en’las
ctapas iniciales de'la | promocmnr dc tumores de ln'g,ndo inducidos por fenobarbital on ratas

(Pascale ct al., 1991).

Etionina

La ctionina c¢s un. antimetabolito y antagonista de la metionina, interficre con la

incorporacion de aminoidcides cn las proteinas y con la utilizacion cclular del ATP, asi
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como con’ lodos los procesos dc meuhuon. Pxoduce cunccr de hfg,ado cn rata y rulom.s

por Ia acu'limlaci()n "dc SA

dcpcndlcn(cs de SAM El tratamiento cronico con cllonma plovoca lnpomclnlacxén dc DNA :

(Shivapurkar et d]., 1984 Kanduc etal., 1988).

Hidralazina y procainamida

Tanto la hidralazina como la procainamida, dos fiirmacos Llllll&’ldOb como anllhmcrlcnswos,

90% dc los’quc la consumcn »y,,cnfc':rnicclzid parccida al lupus en 13%. Ambos.fifmacos

inhiben la metilacion del DNA, lo que favorcee un incremento cn la expresion de cierlos
genes de las células T, provocando la autoinmunidad. Gl estado de hipometilacién del DNA

corrclaciona con ¢l incremento en los niveles de funcion del linfocito asociada al antigeno
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