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Estudio de la naturaleza de las gemaciones de cromatina
producidas en respuesta a una agresion quimica

Resumen

La amplificacion genética implica la sintesis multiple de ciertas secuencias especificas del genoma.
Este fendmeno ha sido observado en células cancerosas con multiples copias de oncogenes como
c-myc vy en lineas celulares resistentes a sustancias antineopldsicas como el metotrexato (MTX).
Recientemente se propuso que la amplificacion genética podria ser el origen de estructuras como
las gemaciones de cromatina (GC), las cuales son biomarcadores de dafio genotdxico observadas
en la prueba de micronucleos (MN), tanto en linfocitos tratados in vitro como en individuos
ocupacional o ambientalmente expuesta a agentes genotdxicos. Para probar si las GC estan
constituidas por la amplificacién genética de algln gen, cultivos de sangre entera fueron tratados
con cinco diferentes concentraciones de MTX (0.01 mM-2.5 mM) por 24 horas. Las GC y MN se
evaluaron con el método de incorporacién de 5-bromo-2'-desoxiuridina (BrdU) en los cultivos, y un
incremento con respecto a la dosis fue encontrado en ambos parametros. Simultdneamente se
realizaron cultivos sin BrdU para evaluar la amplificacion del gen dihidrofolato reductasa (DHFR);
las técnicas de FISH y dot blot se emplearon con una sonda de 231 pb que abarcaba parte del
intrén y exén 5 de DHFR, que se obtuvo por PCR y posteriormente se marcd con digoxigenina por
random-priming. No se encontré evidencia de amplificacion en las condiciones de cultivo utilizadas
(72 horas de incubacién con 24 horas de exposicién); sin embargo, si se observé la formacion de
GC, MN en una mayor frecuencia y otros eventos genotdxicos como puentes nucleoplasmicos
(PN). Este dafio puede ser producto de un efecto clastogénico por parte del MTX, lo cual es
apoyado por la baja frecuencia de secuencias centroméricas en GC y MN encontradas mediante
FISH. No obstante, no se descarta la posibilidad de que en posteriores ciclos de replicacion en
presencia del MTX, las células puedan experimentar la amplificacidon del gen DHFR, lo que debe ser
motivo de nuevos estudios.

Palabras clave: gemaciones de cromatina, microntcleos, amplificacién genética, dihidrofolato

reductasa, metotrexato, genotoxcicidad.
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Study of the nature of the chromatin budding produced in
response to a chemical attack

Abstract

Gene amplification implies multiple synthesis of specific sequences of the genome. It has been
observed in cancer cells with numerous copies of oncogenes like c-myc and cultured cell lines that
resist the action of antineoplastic drugs like Methotrexate (MTX). It was recently proposed that
gene amplification could be the origin of structures like the Chromatin buds (CHB) observed in the
human lymphocyte Micronucleus test (ly-MN). CHB are formed when lymphocytes are treated in
vitro and had been observed in in vivo studies of people exposed to genotoxic agents. To test the
hypothesis that CHB are constituted by gene amplifications, whole blood cultures were set-up and
treated with MTX at five concentrations of MTX (0.01-2.5 mM) for 24 hours. MN and CHB were
evaluated according to the method of 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) incorporation; an increase
with the dose was found for both parameters. Simultaneous cultures without BrdU were used to
look for the amplification of the gene dihydrofolate reductase (DHFR); FISH and dot blot were used
to assess whether this gene was amplified using a probe of 231 bp corresponding to intron 5 and
exon 5, obtained by PCR and labeled with digoxigenin by random priming. No evidence of
amplification in the culture conditions used was found (72 hours of incubation with 24 hours of
exposure), but CHB, MN and other events like nucleoplasmic bridges were observed, which could
be the product of a clastogenic effect by MTX. This is supported by the low frequency of
centromeric sequences found in CHB and MN by FISH. However, the possibility that in subsequent
cycles of replication in the presence of MTX, cells may suffer DHFR gene amplification, which
should be the subject of further studies.

Key words: Chromatin buds, micronucleus, gene amplification, dihydrofolate reductase,

methotrexate, genotoxicity.




1. Introduccion

1.1. Breve historia de la toxicologia genética humana

La toxicologia genética se podria definir como el estudio de la forma en que agentes quimicos,
fisicos y bioldgicos afectan el material hereditario. La probabilidad de que un agente cause algun
tipo de dafio genético dependerd de distintas variables, como el tipo y nivel de exposicion, la
distribucién y retencion de éste una vez que ha penetrado en el cuerpo, la eficacia en la activacién
y/o en la desintoxicacion en los tejidos diana y la capacidad del agente o sus derivados
(metabolitos) de provocar dafo. Si el dafio se presenta, la probabilidad de que se promueva
alguna enfermedad dependerd de su naturaleza y de la respuesta que tenga la célula para reparar
o expresar cualquier alteracidn que se haya inducido [1].

El desarrollo de esta disciplina implicd tiempo y la aportacion de un gran nimero de personas
hasta el dia de hoy. El primer paso en esta historia fueron los trabajos realizados por Herman
Miller en 1927, quien demostrd que los rayos X causaban alteraciones genéticas en Drosophila
melanogaster, y un aifo después, Lewis Stadler observo el efecto mutagénico de los rayos X y el
radio sobre la cebada. Otros sucesos importantes ocurrieron en los afios 40, cuando Charlotte
Auerbach y James M. Robson sefialaron los efectos mutagénicos del gas mostaza, estudios
publicados hasta 1946 una vez concluida la Segunda Guerra Mundial. En la misma década, D.G.
Catcheside y D.E. Lea observaron una baja frecuencia de alteraciones cromosémicas (AC) en
Tradescantia con radiacion de baja energia, lo cual mostraba una relaciéon entre el tipo de
radiacion y la frecuencia de AC producidas [2].

En las siguientes décadas se suscitaron varios descubrimientos de gran impacto en la toxicologia
genética, estos suelen relacionarse mas al desarrollo de la citogenética humana, pero como sefiala
Garcia-Sagredo: “hay un claro paralelismo entre estas dos disciplinas” [2], por lo que no pueden
dejar de mencionarse y mas aln, porque permitieron realizar estudios de genotoxicidad en
humanos.

Los cromosomas habian sido ilustrados por Walter Flemming desde 1882 y reconocidos como
cromosomas en 1888 por Heinrich von Waldeyer. Sin embargo, el “gran evento” sefialado como el
iniciador de la citogenética humana moderna —con justa razén- ocurrié en 1956, cuando Joe Tjio y
Albert Levan dieron a conocer el nimero exacto de cromosomas en humanos que es 2n=46 [3].

Dos hechos previos a la publicacion de Tjio y Levan fueron importantes en el estudio de los
cromosomas. El primero ocurrié en 1952, cuando Tao-Chiuh Hsu describié que las células que
habian permanecido por varios minutos en una solucién hipotdnica antes de ser fijadas, tenian
una mejor separacién de los cromosomas. La segunda modificacion fue el uso de la colchicina en
cultivos celulares, sustancia que afecta la polimerizacidén de los microtubulos y permite detener a

los cromosomas en metafase, en la cual los cromosomas se pueden ver mejor individualmente. La




combinacion de estos procedimientos permitié a Tjio y Levan llegar sin equivocaciones al nimero
de 46 cromosomas en células de embriones bajo cultivo [3-5].

En aquel mismo afio de 1956, los resultados de Tlio y Levan fueron confirmados por Charles
Ford y John Hamerton y con ello, quedd atras la propuesta hecha por Theophilus Painter en 1921,
la cual sefialaba un total de 48 cromosomas y que prevalecié durante tres décadas. Cabe
mencionar que este trabajo sustituyé a su vez a otros que reportaban un nimero de 24
cromosomas, asi como diferencias entre hombres (47) y mujeres (48) o entre caucasicos y
personas de color [5]. Por otro lado, se iniciaba una nueva etapa en el estudio de las alteraciones
genéticas humanas.

En los siguientes afos varias AC fueron reportadas; tan sélo en 1959 se describieron los
sindromes de Down (trisomia 21), Turner (X0) y Klinefelter (XXY), y un afio después, se reporté la
asociaciéon entre leucemia mieloide crénica y una aberracidon estructural conocida como
cromosoma Filadelfia [6]. Al mismo tiempo se publicaron estudios de AC en humanos expuestos a
rayos X por terapia (1960), aberraciones por mostaza nitrogenada (1961), por virus (1961), en
pacientes tratados con citostaticos (1962) y al final de la década (1968), estudios citogenéticos en
sobrevivientes de Hiroshima y Nagasaki, es decir, por una irradiacién masiva. [2].

Durante los anos 60 no sdlo se describié el efecto de diversos agentes sobre el material
hereditario, también fue una época de aportaciones en el estudio de los cromosomas. Una de
estas contribuciones fue realizada por Peter Nowell en 1960, cuando descubrid que Ia
fitohemaglutinina, una proteina obtenida de Phaseolus vulgaris (frijol rojo), estimulaba la division
de leucocitos en cultivo. Otra gran aportacion fue la introduccién del bandeo de cromosomas,
técnica implementada en 1968 por el grupo de Torbjorn Caspersson’s, y con lo cual se pudo
distinguir entre un cromosoma y otro [3,5].

Hoy en dia la toxicologia genética en humanos se ha beneficiado por el desarrollo en el cultivo
de células, asi como de los avances en biologia molecular. Esto ultimo mediante el empleo de
nuevas técnicas como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), la hibridacién fluorescente in
situ (FISH) o los microarreglos. No obstante este desarrollo producido en las ultimas tres décadas,
los descubrimientos realizados en los afios 50 y 60 siguen siendo necesarios en el estudio de las
alteraciones cromosdémicas. Lo importante de esto, es que ahora podemos estudiar mejor el dafio
ocasionado por un agente, el origen de ese dafio y sus consecuencias; ademas, podemos
aprovechar mas el uso de biomarcadores citogenéticos como los micronucleos, las aberraciones
cromosdmicas u otros. Finalmente, cabe decir que la toxicologia genética es hoy una parte
importante de la evaluacién de riesgo, y en los Ultimos tiempos ha cobrado mds importancia como

instrumento para predecir de manera fiable la actividad carcinégena [1].

1.2. Midiendo el daiio al DNA

éPor qué estudiar el dafno al DNA? El valor de los estudios de genotoxicidad radica en la

importancia de la molécula, que es la unidad fundamental de herencia, reproduccion y




Tabla 1.1. Biomarcadores de dano al DNA

Ensayo de micronucleos

Aberraciones cromosdémicas

Intercambio de cromatides hermanas

Electroforesis en gel de células individuales (SCGE) o ensayo cometa

Sitios apurinicos

Aductos

Oxidacién del DNA

Metilacion del DNA

Ensayos de mutacion génica: Ames, hipoxantina-guanosina fosforribosil transferasa (HPRT)
Mutaciones en DNA mitocondrial

Dafio al DNA en células germinales

Modificado de Ref. 17.

diferenciacion por lo que cualquier alteracién en su estructura o funcion puede tener efectos a
nivel individual e incluso poblacional [7-9]. En términos generales, las consecuencias dependeran
de la célula que se afecte, es decir, si la célula es somatica o germinal. Si el dafio ocurre en una
célula somatica, los efectos no se perpetuaran mas alla del individuo afectado, y las consecuencias
podrian ser trastornos en el metabolismo o el desarrollo de enfermedades como el cancer. Si la
célula afectada es germinal, el daifio puede tener un efecto tanto para el individuo como para su
descendencia, lo que puede traducirse en infertilidad o cancer en el individuo afectado, o el
desarrollo de enfermedades hereditarias en su descendencia [10].

Por lo anterior, en las Ultimas tres décadas se ha incrementado la conciencia con respecto al
impacto de actividades asociadas con la agricultura, industria y comercio sobre la salud humanayy,
considerando que muchos agentes ambientales y productos quimicos de uso comun pueden
causar dafo al DNA, es que se han establecido procedimientos para evaluar el daifio genético que
puedan ocasionar (Tabla 1.1.) [10]. Si bien el tipo y nimero de ensayos que se utilizan estan en
constante cambio, los mas frecuentes son los siguientes: 1) mutaciones genéticas en bacterias o
células de mamiferos en cultivo, 2) alteraciones cromosdmicas en células de mamiferos en cultivo
o en modelos animales. La eleccién de estos ensayos se debe en parte, a numerosos estudios en
los cuales se ha observado la presencia de mutaciones puntuales o AC en células cancerosas, por
lo que su empleo es para predecir la potencial carcinogenicidad de un agente (Figura 1.1.) [1,7,11].

Con respecto a la evaluacion de AC en células de mamiferos en cultivo, los ensayos mas
aceptados actualmente por los organismos de regulacidn son las aberraciones cromosdémicas y los
micronucleos [1]. Estos marcadores de dafo entre otros suelen ser conocidos como
biomarcadores citogenéticos o de efecto temprano [12], ya que indican la produccidn de un dafio
en el organismo que puede ser generalmente: rompimientos tipo cromatida, rompimientos

cromosomicos o la pérdida de cromosomas completos [13] y podrian indicar el proceso de un




Agentes genotodxicos
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Figura 1.1. Mecanismos de accidon de compuestos genotoxicos y el desarrollo de procesos carcinogénicos
(Modificado de Ref. 13).

proceso carcinogénico. De hecho, se ha validado el papel de estos biomarcadores como
indicadores de riesgo a desarrollar cancer, mediante la colaboracién y andlisis de estudios
realizados en poblaciones de diferentes paises [14,15]. En epidemiologia molecular, estos
biomarcadores son ampliamente usados para estudiar genotoxicidad por exposicién ambiental u
ocupacional en poblaciones humanas, debido a su sensibilidad para detectar compuestos
genotodxicos [13,16].

En relacidn a su uso, el ensayo de AC fue el primero en ser utilizado; sin embargo, la prueba de
MN presenta algunas ventajas como son: 1) la posibilidad de estimar un indice de divisidon nuclear
y eventos de muerte celular como apoptosis, lo cual permite también evaluar los efectos de algin
agente sobre la capacidad de proliferacion de las células y su citotoxicidad; 2) La evaluacidon de MN
tiene mds poder estadistico, debido a la posibilidad y facilidad de evaluar un mayor nimero de
células; 3) Para la evaluacidn de AC se requiere de una considerable formacién y experiencia, lo
gue hace que sea un procedimiento costoso en tiempo. Por lo anterior, es que la prueba de MN

ha llegado a ser mas popular que las AC[1, 13,16].

1.3. La prueba de micronucleos
Los micronucleos son cuerpos suspendidos en el citoplasma formados de material genético,
material que no ha sido incorporado al ntcleo de las células hijas durante la division celular, por lo

gue se consideran un reflejo de dafio por pérdida de material genético. Los MN pueden




presentarse de manera espontanea o en mayor frecuencia por la exposicion a compuestos
genotoxicos. La frecuencia espontdnea o basal de MN corresponde al nimero de MN en individuos
“no expuestos”, lo cual no debe ser tomado en un sentido estricto, puesto que no se puede hablar
en realidad de tal condicidon, ademas, esta frecuencia basal puede diferir considerablemente
dependiendo del sistema elegido para estudiarlos [18,19]. Por otro lado, existen varios factores
gue pueden influir o modificar el numero de MN presentes en una célula, como son: la edad, el
género, el estado de nutricion, ciertos habitos y el genotipo de cada individuo [12,20-23].

Los MN se han observado desde hace muchos afos y entre los primeros en describirlos se
puede mencionar a W.H. Howell en 1891 y J. Jolly en 1907. Ambos detallaron la presencia de
pequefias estructuras que se tefiian como el nucleo celular en el citoplasma de eritrocitos,
estructuras nombradas como “fragmentos de material nuclear” y “corpusculos intraglobulares”
por Howell y Jolly respectivamente, y que hoy en dia son conocidas como cuerpos de Howell-Jolly
por los hematdlogos [18]. Posteriormente, estructuras similares fueron descritas por J.M. Thoday
en 1951, mientras estudiaba el efecto de los rayos X y las particulas o en células de Vicia Faba; fue
él quien denomind a estos cuerpos “fragmentos nucleares” o “micronucleos”, los cuales siguieron
apareciendo en estudios de células expuestas a radiacién. En 1959, John Evans y colaboradores,
fueron los primeros en utilizar la frecuencia de MN como una “medida” de dafio por radiacion, y
para 1971 y 1973, Boller Matter y Werner Schmid, asi como John A. Heddle respectivamente,
reportaron de manera independiente la induccién de MN in vivo en médula ésea de mamiferos,
proporcionando asi, un método para evaluar el dafio al material genético en animales [24-26].

En la actualidad la prueba de MN puede realizarse en varios sistemas, entre los que se
encuentran plantas del género Tradescantia, el haba (Vicia faba) e incluso la cebolla (Allium cepa)
[27-29]; en eritrocitos de animales como el ratdn (Mus musculus) y varias especies de peces
(Tilapia rendalli, Oreochromis niloticus y Cyprinus carpio) [30-31], asi como en células de
mamiferos en cultivo (células de hamster chino o CHO, células tumorales, hepatocitos,
fibroblastos) [18]. En humanos la evaluacién puede ser hecha en células exfoliadas de epitelios
como el bucal, nasal, de vejiga y células del cérvix, ademas de linfocitos; estos ultimos se cultivan
in vitro con fitohemaglutinina para estimular su divisién y con 5-bromo-2'-desoxiuridina (BrdU) o
citocalacina-B para reconocer a las células que han proliferado, ya que es en estas células en las
cuales se evaltan los MN [32-35].

El empleo de células sanguineas fue propuesto por Paul Countryman y John Heddle en 1976
[36], y su rapida aceptacion se debid a que es una fuente de facil acceso y a que se distribuyen por
todo el cuerpo, por esta razén, es que se considerd que podrian representar un sistema de
exposicidon sistémico, es decir, que podrian reflejar lo ocurrido en algun tejido blanco, lo cual ha
sido demostrado en estudios en los que se ha relacionado el riesgo de cancer con los niveles de
dafio cromosdmico en linfocitos de sangre periférica [14,15]. Otra ventaja es la posibilidad de
evaluar el dafio genético debido a una exposicidn crdnica, ya que cierta fraccién de linfocitos

presenta un tiempo de vida largo, lo que asociado a la pérdida de proliferacidon de estas células




puede resultar en una acumulacién de dafio en poblaciones ocupacional o ambientalmente
expuestas [12,18].

1.3.1. Formacién de microntcleos

Desde las primeras observaciones de micronucleos hechas por Howell, la explicacién dada para su
formacion consistié en que estos eran fragmentos del nucleo que se habian separado. Hoy en dia
se acepta que los MN corresponden a fragmentos de material genético sin centrémero o
cromosomas completos que han quedado fuera del nucleo al concluir la divisidn celular (Figura
1.2.). Los fragmentos acéntricos pueden originarse por el rompimiento directo o indirecto del
DNA, mientras que la pérdida de cromosomas puede ser producto de alteraciones durante el
proceso de segregacion de los cromosomas. Si ocurre un rompimiento éste puede ser de las dos
hebras del DNA o de una sola, si es solo de una, éste puede convertirse en un rompimiento de
doble cadena después de la replicacion del DNA o por una mala reparacién. Por otro lado, la
pérdida de cromosomas completos puede ocurrir por defectos en el DNA centromérico, un dafio a
las proteinas del cinetocoro o un enlace inadecuado con los microtibulos, asi como por la
despolimerizacion de la tubulina [13,37]. En cualquier caso se debe tener en cuenta que la célula
requiere entrar en divisién para observar el dafio.

En un principio la evidencia sobre el contenido de los MN se debia a la tincidon que presentaban
al usar colorantes como el Giemsa, el cual tifie de color obscuro al material nuclear, coloracién que
era la misma que mostraban los MN. Sin embargo, en la actualidad y mediante el uso de
anticuerpos contra el cinetocoro o al empleo de secuencias especificas del genoma, se ha podido
no soélo conocer el contenido de los MN, es decir, la deteccion de cromosomas especificos, sino
gue ademas se puede obtener informacién del mecanismo de genotoxicidad, distinguiendo entre
un dafio clastogénico (fragmentos de cromosomas) y un dafio aneugénico (pérdida o ganancia de

cromosomas) [38-40].

1.4. Gemaciones de cromatina

Como se ha mencionado, la prueba de micronucleos permite evaluar la pérdida de material
genético en forma de fragmentos o de cromosomas completos en células en interfase; sin
embargo y a diferencia de hace algunos afios, hoy en dia la prueba se ha convertido en un ensayo
mas completo en que se puede analizar la inestabilidad “celular”, ya que también se evaluan otros
eventos como los puentes nucleoplasmicos formados por cromosomas dicéntricos, la muerte
celular por apoptosis y las gemaciones de cromatina (Figura 1.3.).

Las GC, gemaciones nucleares o “broken eggs” son cuerpos de forma esférica que permanecen
unidos al nucleo celular. Estas estructuras han sido observadas durante mucho tiempo y en varios
tipos celulares como células CHO, células exfoliadas de epitelios y linfocitos, y a pesar de esto,

durante muchos afios no fueron propiamente cuantificadas como un dafio, puesto que no
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Figura 1.2. Mecanismos de formacion de micrdnucleos. a) rompimiento de material genético cromatidico y
cromosomico; b) pérdida de cromosomas por el inadecuado enlace entre el cinetoro y los microtubulos; c)
despolimerizacion temprana de la tubulina y pérdida de cromosomas; d) defectos en el cinetocoro; e) rearreglo
asimétrico que produce la formaciéon de un cromosoma dicéntrico y la pérdida de fragmentos sin centrémero. El
cromosoma dicéntrico a su vez puede formar un puente nucleoplasmico entre las dos células en division, puente que
posteriormente puede ser roto y dar paso a un nuevo puente en el siguiente ciclo celular (Tomado de Ref. 13).
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Figura 1.3. Dafio genotdxico encontrado en la prueba de micronicleos con marcaje de BrdU. a)
micronticleo; b) puente nucleoplasmico; c) apoptosis; d) gemacién de cromatina (Tomado de Ref. 23).

requieren de una divisién celular para su formacién; esto cambié cuando se demostré que su
frecuencia era similar a la de los MN en linfocitos tratados con agentes genotdxicos como la
mitomicina C [41-43].

Las GC al igual que los MN, muestran una tincién similar al ndcleo mediante el uso de
colorantes o al ser tefiidas mediante anticuerpos en una reaccién inmunocitoquimica. Por ello, se
dice que se originan a partir de elementos nucleares, que pueden ser hebras de cromatina,
cromosomas y nucléolos [41]; ademas y debido a su semejanza en la forma con los MN, se han
considerado como un mecanismo mas de formacidon de estos ultimos, es decir, que estdn
constituidas por material genético roto o cromosomas rezagados. Recientemente un nuevo
mecanismo fue propuesto, en el cual se afirmdé que las GC se forman a partir de genes
amplificados o amplificacion génica, fendmeno que se ha observado y estudiado en cultivos
celulares mantenidos bajo ciertas condiciones [44-45].

La propuesta de la amplificacién génica como origen de las GC en la prueba de MN, se basé en
estudios realizados en la linea celular COLO 320DM, que se caracterizan por tener un exceso de
copias por célula del gen c-myc. Ademds mostraron que las copias extra se localizaban
preferentemente en la periferia del nucleo y que eran eliminadas en forma de gemaciones
nucleares en la fase de sintesis; mas aun, también observaron copias extra de c-myc en MN, por lo
gue sugirieron que las gemaciones podrian ser precursores de MN [46-47]. Cabe mencionar que
anteriormente ya se habian descrito cuerpos en forma de gemaciones o “bud-shape”, asi como
MN en cultivos de células CHO resistentes a Metotrexato (MTX) y N-(fosfonacetil)-L-aspartato,
resistencia que habia sido lograda por la amplificacion de los genes dihidrofolato reductasa (DHFR)
y  carbamoil-fosfato  sintetasa  2/aspartato  transcarbamoilasa/dihidrooratasa  (CAD)
respectivamente [44].

También se han reportado eventos similares con la amplificacion del gen adenilato deaminasa 2
o adenosina-monofosfato deaminasa 2 (AMPD2) en células CHO, asi como MN y GC con DNA
mitocondrial amplificado en células de leucemia mieloide (HL-60) y en células neuroendocrinas
tumorales, pero no en fibroblastos humanos normales ni en linfocitos T [48-49], en realidad, la
mayor parte de la evidencia que se tiene de la amplificacién génica en mamiferos se deriva de

cultivos celulares o células tumorales.
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1.5. Amplificacion génica

Durante el ciclo celular de las células eucariontes, cada cromosoma se replica una vez durante la
fase de sintesis, y de esta forma, una copia completa del genoma se reparte entre cada una de las
células hijas al concluir la mitosis. Sin embargo, existen excepciones a esta forma de replicacién,
en las cuales, un complemento cromosdmico completo puede ser replicado muchas veces antes
de que ocurra la divisién celular.

Un ejemplo de ello ocurre en ciertas especies de dipteros como Drosophila melanogaster; los
cromosomas presentes en las células de las glandulas salivales de estos insectos, se replican
continuamente hasta producir cromosomas gigantes hasta con 1,024 veces mas hebras de
cromatina [50]. Otra excepcidn ocurre con la replicacion preferencial de genes ribosomales en la
ovogénesis, evento que implica la sintesis de un solo locus de manera repetida y que al igual que
en la formacién de los cromosomas politénicos, se debe al elevado nivel de actividad durante las
etapas de desarrollo de los organismos [51].

La replicacion multiple de un locus en un momento del desarrollo es un fendmeno que se
conoce como amplificacion programada, mientras que la replicacion multiple de un locus en
células cultivadas es un ejemplo de amplificacion selectiva, la cual ha recibido mucha atencién en
afios recientes por dos razones principalmente [50]. La primera es la resistencia que muestran
lineas celulares en cultivo a altas concentraciones de ciertas drogas de uso clinico; estas células
suelen sobre expresar la proteina “blanco” de la droga en uso y suelen también presentar
multiples copias del gen codificante, de tal modo, que la resistencia descrita en estas células
estaria relacionada con la cantidad de copias existentes de un gen en particular, haciendo que la
amplificacidn génica pueda significar un problema en la quimioterapia. El segundo motivo de
interés, se da a partir de muestras obtenidas de pacientes con cdncer, en cuyas células se ha
descubierto la presencia de genes amplificados fuera de los cromosomas o insertados en éstos,
por lo que se piensa que el fendmeno de amplificacion puede ser un mecanismo de carcinogénesis
(Tabla 1.2.) [51-55].

El andlisis citogenético del DNA amplificado permite
observarlo de dos formas: como unidades extracromosdmicas
sin centromero conocidas como “dobles minutas” (DM) o de
forma integrada en el cromosoma de origen u otros
cromosomas, a lo que se le llama “regiones homogéneamente
tenidas” (HSR) o “regiones cromosdmicas expandidas” (ECR). Un
mismo gen puede ser observado en una u otra forma en una

poblacién celular, pero la coexistencia de ambas en una misma
Figura 1.4. Amplificacion de c-

e . . . N myc de forma extracromosomal
de amplificacion primario (Figura 1.4.) [51,56]. El tamafio de 1as ¢  intracromosomal  (flecha)

célula es inusual, por lo que no es claro cudl de ellos es el evento

DM parece ser variable y se ha llegado a estimar entre menos de  (Tomado de Ref. 46)
300 kb a 5000 kb, mientras que el estimado en las HSR es de 10,000 kb [56].
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1.2. Genes amplificados en tumores sélidos

Gen Localizacién Tumor

MYCN 2p24.1 Neuroblastoma, retinoblastoma, cancer de pulmén
MDM?2 12g14.3-q15 Neuroblastoma y sarcomas

ERBB2 17g21.1 Cancer de mama y ovario

EGFR 7p12 Gliomas

CCND1 11913 Melanoma

MYC 8qg24.21 Cancer de mama

KIT 4q11-q12 Gliomas

Con respecto a los mecanismos que dan origen a este fendmeno, se han propuesto varios
modelos que pueden ser agrupados en dos clases [51,56]. En la primera, en un solo ciclo se puede
generar una gran cantidad de copias extra, como resultado de “alteraciones” en los mecanismos
de control de la replicacidon o mutaciones en los origenes de replicacién, lo que conllevaria en este
caso, a que un sitio en particular fuera replicado mas de una vez en cada division. La
segunda clase implica un intercambio desigual de los genes, mientras que el proceso de
replicacién permanece normal durante el ciclo celular. El intercambio desigual puede ocurrir por
eventos de rompimiento y reunion entre cromatidas hermanas, lo que a su vez podria ocasionar
ciclos de rompimiento-fusidon-puente (BFB, por sus siglas en inglés) en una célula; hecho que fue
postulado por Barbara McClintock en 1941.

El mecanismo de amplificacidon genética por BFB ha recibido mucho interés en los ultimos afios,
y es de hecho, el modelo mediante el cual se propuso pueden formarse las GC [45]. El modelo
implica el rompimiento de un cromosoma y la posterior unién de las cromatidas hermanas en los
extremos rotos, lo que dard paso a un cromosoma dicéntrico, es decir, con dos centrémeros.
Durante la telofase cada centrdmero es atraido hacia polos opuestos y al concluir la divisién
celular se establece un puente entre las dos células recién formadas, puente que posteriormente
se rompe y deja a cada célula con una parte del cromosoma roto. Este proceso se repetira en
divisiones sucesivas y de ahi el nombre de este mecanismo (Figura 1.5.).

No obstante el interés mostrado en el mecanismo de BFB, lo mas probable es que la
amplificacion de genes sea producto de diferentes procesos, como lo sugiere la variedad de
estructuras y secuencias amplificadas en los diferentes sistemas de estudio; se puede considerar
gue el origen de este fendmeno en lineas celulares en cultivo y en tumores es variable, asi como la

posibilidad de que un mecanismo inicial lleve a otro [56].

12



Figura 1.5. Formacion de GC por el mecanismo de BFB. En el esquema se muestra un par de cromosomas
homologos que sufren un rompimiento en su parte distal (A); a continuacion los extremos rotos se unen y
este cromosoma dicéntrico es replicado (B, C). Posteriormente el cromosoma dicéntrico formara un
puente entre las dos células en division (D), el cual terminara por romperse y con ello una de las células
tendra copias extra de un gen (E1), mientras que en la otra se dara su delecién (E2). El cromosoma con
copias de mas puede iniciar de nuevo el ciclo BFB y de esta forma generar mas copias dentro de un
cromosoma (F), por otro lado, puede haber un entrecruzamiento entre secuencias homélogas y dar como
resultado un fragmento acéntrico (DM) (G, H). Este fragmento que lleva las copias extras puede a su vez

ser expulsado de la célula como una GC (I) (Tomado de Ref. 45).

1.5.1. El caso de la dihidrofolato-reductasa (DHFR)

Gran parte del conocimiento que se tiene acerca de la amplificacién génica ha sido obtenido de
estudios con células en cultivo resistentes a drogas; en estos casos, la amplificaciéon de un gen se
origina como una respuesta a la inhibicidn selectiva de su producto, de tal forma que las células
pueden seguir creciendo en la presencia de agentes quimicos. Un claro ejemplo de esto es la
inhibicién de la enzima dihidrofolato reductasa por el metotrexato (MTX), lo que ocasiona que se
interrumpa la sintesis de novo de timidilato y nucledtidos de purina, asimismo, la sintesis de DNA 'y
el crecimiento de las células, lo que induce al gen DHFR a amplificarse cientos de veces para hacer
frente a la inhibicién (Figura 1.6.) [57,58].
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Figura 1.6. La enzima dihidrofolato reductasa reduce el 7,8-dihidrofolato a 5,6,7,8-tetrahidrofolato, lo que
es un paso necesario para la biosintesis de desoxitimidina 5’-monofosfato, ya que el tetrahidrofolato es
requerido para regenerar el 5,10-metileno-tetrahidrofolato, que es utilizado entonces por la timidilato
sintetasa para producir el timidilato. La inhibicion de dihidrofolato reductasa por el MTX interrumpe la
biosintesis de timidilato y de esta manera se puede inhibir también la replicacién del DNA, ya no se
produce el desoxirribonucledtido dTTP (Tomado de Ref. 57).

El MTX es compuesto analogo del acido félico utilizado en el tratamiento de varias neoplasias
[58]. La dihidrofolato reductasa es una enzima compuesta de 187 aminoacidos producto del gen
DHFR, que se encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma 5, en posicidon 5q11.2-g13.2.
Este gen mide aproximadamente 30 Kb y se divide en seis exones separados por cinco intrones;
ademas del gen funcional se han encontrado cuatro pseudogenes, los cuales se caracterizan por la
pérdida de intrones [59]. También se ha reportado la presencia de polimorfismos que se han
estudiado en relacién con la resistencia adquirida por las células [60], asi como por posibles
anormalidades en el desarrollo fetal.

La amplificacién de DHFR como respuesta al MTX se ha observado en una gran variedad de
células de mamifero en cultivo, por lo que se puede decir que es el modelo de amplificacién mejor
estudiado [51, 61]. La resistencia puede variar dependiendo de la linea en cultivo, por ejemplo,
desde 0.0001 mM en células derivadas de cancer de colon y metdstasis de higado, hasta 1.6 mM
en la linea V79 de células CHO [44,62]. La amplificacién también es variable y se ha observado
entre 40-400 veces dependiendo de la seleccidn y de la linea celular [63]. Ademas, existen algunos
estudios que dan cuenta de este fendmeno en personas enfermas de cancer de mama o por
leucemia, pero no en personas con artritis reumatoide [64-66]. Cabe mencionar que la resistencia
a MTX no es exclusiva de amplificacion génica, otros mecanismos pueden ser una disminucién en
la entrada y permanencia del MTX a la célula, o un incremento en la cantidad de enzima al evitar
su degradacion [67].

Como se ha venido mencionando, la amplificaciéon génica se encuentra bien caracterizada en
células tumorales o bajo una seleccién en cultivo, y aunque existen algunos reportes que dan

cuenta de este fendmeno, en tejidos sanos, el evento es raro [68-71].
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Planteamiento del estudio

El sistema de MN en linfocitos de sangre periférica in vitro es un sistema que permite detectar
compuestos quimicos cpaces de inducir alteraciones en el DNA. Por mucho tiempo se evalud ese
Unico pardmetro, los MN, como demostracién de actividad aneuploidogénica o clastogénica,
dejando de lado otros eventos relevantes que también son resultado de eventos de genotoxicidad;
tal es el caso de las gemaciones de cromatina y de los puentes nucleoplasmicos.

Cuando Fenech y cols. [17,45] propusieron la evaluacidn comprensiva para el sistema de MN,
incluyeron la evaluacién de gemaciones de cromatina como un evento de amplificacién génica,
independientemente de que se tratara de un ensayo in vivo o in vitro. Esta afirmacién exige el
respaldo experimental que demuestre que efectivamente, cualquier gemacién de cromatina
evaluada en el sistema de MN, in vivo o in vitro, puede atribuirse a eventos de amplificacidn
génica.

Debido a que las gemaciones de cromatina observadas en la prueba de micronucleos in vitro
han sido observadas en tiempos cortos de exposicién [34,43], nos preguntamos si en estas
condiciones podrian formarse por amplificacidon génica. El metotrexato es un agente que puede
inducir la amplificacion del gen dihidrofolato reductasa en varios tipos celulares, por lo que
decidimos estudiar la formaciéon de gemaciones de cromatina y microndcleos por accién del
metotrexato en linfocitos, y si estos eventos podrian contener amplificados de dihidrofolato
reductasa, copias extra del gen que se producen en respuesta a la presion del metotrexato en el

medio y que serian expulsadas del nudcleo mediante el evento de gemacion de cromatina.

Hipotesis
El tratamiento con un agente como el MTX que es capaz de inducir amplificaciéon génica, tendra
un efecto inductor de GC y MN en linfocitos de sangre periférica en cultivo, y estas estructuras

estaran formadas por amplificaciones del gen DHFR.

Objetivos

Nuestros objetivos fueron los siguientes:

1) Determinar si el tratamiento con metotrexato induce un incremento en la frecuencia de

gemaciones de cromatina y micronucleos en linfocitos.

2) Determinar si estas estructuras podrian estar constituidas por amplificaciones del gen

dihidrofolato reductasa.
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3.Materialy Métodos

3.1. Prueba de Micronucleos

3.1.1. Cultivos de sangre y tratamientos con metotrexato

Se realizaron cultivos con 0.5 ml de sangre heparinizada, 4% de fitohemaglutinina (PHA), 0.016
mM de 5-bromo-2'-deoxiuridina (BrdU) y medio RPMI-1640 en un volumen de 5 ml. Los cultivos se
incubaron a 37°C durante 48 horas y una vez concluido este tiempo se trataron con las siguientes
concentraciones de MTX: 0.01 mM, 0.05 mM, 0.25 mM, 1.25 mM y 2.5 mM; una vez agregada la
sustancia los cultivos se mezclaron suavemente y se mantuvieron 24 horas en incubacion. Los
cultivos tratados y su control se efectuaron por triplicado.

Al mismo tiempo se sembraron cultivos en las condiciones descritas sin BrdU, con el objetivo
de que no interfiera con la unién de la sonda y su secuencia blanco durante la hibridacién in situ.

Finalizadas las 24 horas de tratamiento (72 horas en total) los cultivos se centrifugaron 10
minutos a 380 g, después se retird la mayor cantidad de sobrenadante y al botén celular se le
afiadieron 5 ml de KCL 75 mM. Nuevamente se centrifugaron las células, se retir6 el sobrenadante
y a continuacion el paquete celular se lavo varias veces con metanol-acido acético (3:1) hasta dejar

un botdn limpio y de color blanco. Las células fijadas se guardaron en refrigeracion (4°C).

3.1.2. Evaluacion de genotoxicidad: gemaciones de cromatina, micronticleos y puentes

nucleoplasmicos

Los cultivos con BrdU se centrifugaron 10 minutos a 380 g, se les retird el fijador hasta dejar el
botdon en ~0.5 ml y posteriormente se resuspendid. De esta suspension se deposité una gota de
cada cultivo en laminillas de vidrio previamente limpiadas con alcohol, siendo guardadas en un
desecador a -20°C hasta su uso.

Inmunocitoquimica: las laminillas se desnaturalizaron en formamida al 40% en SSC 2X por 15
minutos a 80°C; posteriormente se lavaron en PBS 5 min, se delimité el material celular con un
|apiz graso y se colocaron en una cdmara himeda con 100 pl de un anticuerpo anti-BrdU hecho en
ratén, diluido en PBS (1:50) y 1% de suero de bovino recién nacido por 90 minutos. Trascurrido el
tiempo se lavaron en PBS con 0.1% de Nonidet P40 por 5 minutos dos veces y se colocaron
nuevamente en la cdmara himeda con 100 pl de un segundo anticuerpo anti-IgG de ratdn
conjugado con peroxidasa en PBS (1:100) y 1% de suero de bovino recién nacido por 45 minutos;
las laminillas fueron lavadas nuevamente en PBS con 0.1% de Nonidet P40 por 5 minutos dos
veces. Como sustrato de la peroxidasa se utilizaron 150 pl de diaminobenzidina (0.5mg/ml) en PBS
con 0.09% de perodxido de hidrégeno, la reaccion se dejé 20 minutos y a continuacidn las laminillas
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se lavaron en agua corriente 1 minuto. Las laminillas fueron montadas con ENTELLAN 24 horas
después.

En cada laminilla se evaluaron 1,000 células tefiidas, con un microscopio compuesto (Nikon,
Eclipse E600) de campo claro y se registré el nimero de GC, MN y PN presentes en cada célula

utilizando un aumento de 1000X.

3.1.3. indice de marcaje

En otra serie de laminillas al terminar la inmunocitoquimica se realizé una contratincidn para ver
las células que no proliferaron; para ello se utilizé solucidén de Giemsa (sin diluir) directamente
sobre las preparaciones y posteriormente éstas se lavaron con agua desionizada 4 minutos. Se
evaluaron 2,000 células y el indice de marcaje se determiné dividiendo el numero de células café

(que proliferaron) entre el total de células contadas (con vy sin proliferacion).

3.1.4. Analisis estadistico
Se utilizé el andlisis de varianza (ANOVA) de un solo factor para evaluar las diferencias en la
formaciéon de GC, MN e IM entre los distintos tratamientos empleados, y para determinar cual o
cuales medias son las que difieren significativamente, se aplicé la prueba de la diferencia minima

significativa (LSD). Todos los analisis se realizaron con el programa SPSS 16.0.

3.2. Sonda de Hibridacion

3.2.1. Extracciéon de DNA
El DNA se obtuvo de sangre periférica utilizando el Kit de extraccion QlAamp DNA Blood Mini Kit
(250) de QIAGEN, el cual utiliza columnas para la separacién del DNA.

3.2.2. Amplificacion de los genes dihidrofolato reductasa (DHFR) y cadherina 12 (CDH12) PCR

Para el gen DHFR se amplificd un fragmento que abarca parte del exén e intrén cinco. Para el gen
CDH12 se amplificé una region del primer exén (www.ncbi.nlm.nih.gov/, LOCUS NC_000005,
VERSION NC_000005.7, Gl: 42406224).

La amplificacidon de las secuencias se logrd con los siguientes oligonucledtidos.

FW RV Producto
DHFR 5’-CAGTTGCTGATTTCTGCCCGGATTC-3’ 5-GAAGAGGTTGTGGTCATTCTCTGGT-3’ 231 pb
CDH12 5’-TCCCGCAATACCATCACAGCAGA-3’ 5’-CGATGATGAAGGAGGTGGGGAGGAA-3’ 859 pb
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Los oligonucledtidos de DHFR fueron reportados previamente [72]. Para CDH12 fueron

disefiados y donados por el Dr. Rafael Camacho Carranza del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la UNAM.

Las reacciones se corrieron en un termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf). Los
productos se visualizaron en geles de agarosa y se tifieron con bromuro de etidio.

Condiciones de reaccion para obtener las secuencias para elaborar las sondas.

Mezcla de reaccion DHFR y CDH12 [1 Programa PCR DHFR Temperatura | Tiempo
dNTP’s 0.2 mM Desnaturalizacion inicial 94°C 3 min
Oligo 1 0.5 um 1) Desnaturalizacion 94°C 30 seg
Oligo 2 0.5 uM 2) Alineamiento 62°C 15 seg
Taq polimerasa 4 unidades 3) Extensién 72°C 30 seg
Buffer de reaccion (1mM MgCl2) 1X Repeticién 29 ciclos (1-3)
DNA 10-50 ng Extension final 72°C 3 min
Programa PCR CDH12 Temperatura Tiempo Continuacion Temperatura | Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94°C 3 min 4) Desnaturalizacion 94°C 45 seg
1) Desnaturalizacion 94°C 90 seg 5) Alineamiento 60°C 45 seg
2) Alineamiento 60°C 60 seg 6) Extensién 72°C 45 seg
3) Extensién 72°C 60 seg Extension final 72°C 4 min
Repeticiéon de 5 ciclos (1-3) Repeticidn de 29 ciclos (4-6)
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5 - {TCCCAGACAGAACCTACTATGTGCGGCGGCAGCTGGGGCGGGAAGGCGGGAGCTGGGGGCGCTGGGGGCGCTGCGGCCGCTG N
CGGCCGCTGCAGCCGCTGCAGCGCCAGGGTCCACCTGGTCGGCTGCACCTGTGGAGGAGGAGGTGGATTTCAGGCTTCCCGTAG
ACTGGAAGAATCGGCTCAAAACCGCTTGCCTCGCAGGGGCTGAGCTGGAGGCAGCGAGGCCGCCCGACGCAGGCTTCCGGCGAG
ACATGGCAGGGCAAGGATGGCAGCCCGGCGGCAGGGCCTGGCGAGGAGCGCGAGCCCGCGGCCGCAGTTCCCAGGCGTCTGCG > Exon 6
GGCGCGAGCACGCCGCGACCCTGCGTGCGCCGGGGLGGGGGGGCGGGGCCTCGCCTGCACAAATGGGGACGAGGGGGGCGGGE
GCGGCCACAATTTCGCGCCAAACTTGACCGCGCGTTCTGCTGTAACGAGCGGGCTCGGAGGTCCTCCCGCTGCTGTCATGGTTGGT
TCGCTAAACTGCATCGTCGCTGTGTCCCAGAACATGGGCATCGGCAAGAACGGGGACCTGCCCTGGCCACCGCTCAG}GTATCTGC ~
CGGGCCGGGGCGATGGGACCCAAACGGGCGCAGGCTGCCCACGGTCGGGGTGGCCGACTCCCGGCGAGAGGATGGGGCCAGAC
TTGCGGTCTGCGCTGGCAGGAAGGGTGGGCCCGACTGGATTCCCCTTTTCTGCTGCGCGGGAGGCCCAGTTGCTGATTTCTGCCC
GGATTCTGCTGCCCGGTGAGGTCTTTGCCCTGCGGCGCCCTCGCCCAGGGCAAAGTCCCAGCCCTGGAGAAAACACCTCACCCCTA

. CCCACAGCGCTCCGTTTGTCAGGTGCCTTAGAGCTCGAGCCCAAGGGATAATGTTTCGAGTAACGCTGTTTCTCTAACTTGTAG{GA
Exon 3 { ATGAATTCAGATATTTCCAGAGAATGACCACAACCTCTTCAGTAGAAG} GTAATGTGGGATTAAGTAGGGTCTTGCTTGATGAAGT
TTACCAGTGCAAATGTTAGTTAAATGGAAAGTTTTCCGTGTTAATCTGGGACCTTTTCTCTTATTATGGATCTGTATGATCTGTATG  ~ 3

Figura 3.1. Secuencia genética del gen DHFR: { } de arriba a abajo se muestran los exones 6 y 5, en
negritas los oligonucleétidos empleados y el fragmento amplificado para elaborar la sonda se encuentra
subrayado.

3.2.3. Secuenciacion

Cinco reacciones de cada gen se juntaron y mezclaron con acetato de amonio 2 M concentracion
final, posteriormente se agregaron dos volimenes de etanol frio y se guardaron a -20°C toda una
noche. Al siguiente dia las muestras se centrifugaron 15 minutos a 290 g y 4°C, el sobrenadante
fue retirado y el botén se lavd con 1 ml de alcohol al 70%, entonces las muestras se centrifugaron
cinco minutos en las mismas condiciones y después de retirar el sobrenadante se dejé secar el
botdn a 37°C de 10-15 minutos. Finalmente el DNA se hidratd en agua libre de DNAsas.

La secuenciacion fue realizada en la unidad de secuenciacion del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la UNAM, con un secuenciador ABI PRISM 310 (Applied Biosystems).

3.2.4. Marcaje de secuencias con digoxigenina (DIG-11-dUTP) por random priming
(preparacion de sondas)
Las reacciones de PCR de los genes DHFR y CDH12 se purificaron afiadiendo acetato de sodio a una
concentracién final de 0.3 M vy siguiendo el mismo procedimiento descrito en el apartado de
secuenciacién. A continuacién el DNA se cuantificd por espectrofotometria en un NanoDrop 1000
(Thermo scientific), y de 1 a 3 pg de producto disuelto en agua se desnaturalizé a 92°C por 10 min
en bafo maria, inmediatamente después la muestra fue colocada en hielo.

Al producto de amplificacién desnaturalizado se le afiadid entonces una mezcla de
hexanucledtidos 1X, dNTPs 1X con DIG-11-dUTP y dos unidades del fragmento mayor de la DNA
polimerasa | (fragmento klenow), todo esto en un volumen final de 20 ul siguiendo las
instrucciones del DIG DNA labeling Kit (Roche). La reaccién se llevé a cabo a 37°C por 20 horas,

concluido el tiempo se calentd la muestra a 65°C por 10 minutos y se guardd a -20°C.
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3.3. Hibridacion Fluorescente in situ
3.3.1. Genes DHFR y CDH12

El procedimiento para la preparacion de laminillas fue el mismo que en la evaluacién de
genotoxicidad pero utilizando cultivos sin BrdU.

Las laminillas se deshidrataron en alcohol al 70%, 85% y 100% por un minuto respectivamente,
posteriormente se desnaturalizaron en formamida al 70% en SSC 2X por 5 minutos a 80°C. A
continuacién se deshidrataron nuevamente en alcohol al 70%, 85% y 100% por 30 segundos en
cada uno, se dejaron secar a temperatura ambiente delimitando el material celular con un lapiz
graso y se colocaron en una cdmara himeda con 15 pl de una mezcla de hibridacién que fue
recubierta con un cubreobjetos Hybri-slips de 22mm x 22mm (Sigma-Aldrich) y sellado con
pegamento plastico. La sonda se desnaturalizé previamente a 80°C por 10 minutos a bafo maria
en una mezcla que contenia formamida 50%, sulfato de dextran 10%, SSC 1X y 100 ng de la sonda.
La hibridacion se llevé a cabo a 37°C entre 18 y 20 horas.

Concluido el tiempo de hibridacién, las laminillas se lavaron dos veces a 45°C en SSC 2X con
0.1% de SDS por 5 minutos. Después, las laminillas fueron colocadas en PBS con 5% de leche en
polvo (Bio-Rad) por 15 minutos y a continuacidn se colocaron en una cdmara humeda con 100 pl
de un anticuerpo anti-Digoxigenina-borrego en PBS (1:200) con 1% de leche en polvo a 37 °C por
una hora. Posteriormente se lavaron dos veces en PBS con 0.05% de Tween por 5 minutos y se
incubaron con 100 pl de un anticuerpo anti-IgG de borrego conjugado con Fluoresceina en PBS
(1:200) con 1% de leche en polvo a 37°C por una hora. Las laminillas entonces fueron nuevamente
lavadas dos veces en PBS con 0.05% de Tween por 5 minutos y finalmente se realizd6 una
contratincion con DAPI o ioduro de propidio (1.5 pl/ml). La solucién con cada uno de los
anticuerpos fue cubierta con parafilm y sellada con pegamento plastico.

El analisis consistié en identificar la presencia de la sonda en GCy MN, para lo cual se utilizé un

microscopio compuesto epifluorescente con un filtro triple multi-banda (Nikon, Eclipse E400).

3.3.2. Secuencias satélite
Para el reconocimiento de centromeros se utilizé un kit con secuencias satélite marcadas con
digoxigenina (Aquarius probes, Cytocell), y se siguié el mismo procedimiento empleado con las
sondas para DHFR y CDH12 a excepcién de los lavados posteriores a la hibridacion, los cuales en
este caso fueron en SSC 0.5X con 0.1% de SDS a 45°C (www.cancergenetics.com). El uso de la
sonda en este caso se hizo siguiendo las recomendaciones del fabricante.
La evaluacién se realizé por duplicado en un total de 12,000 células, sumando el numero total

de eventos (GC o MN) con o sin sefial de secuencias satélite de cada muestra.
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Muestras
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[]de DNA 250ng OOOOOOO
| OO O O O O O
OO O OO OO

\_/ 15ng

(Sin MTX) (2.5mM) (1.25mM) (0.25mM) (0.05mM) (0.01mM) (Control +)

Figura 3.2. Las muestras de DNA se colocaron de manera horizontal de izquierda a derecha y las diluciones
de manera vertical.

3.4. Dot blot

El DNA se obtuvo de cultivos sin BrdU, para ello se utilizé el Kit de extraccién QlAamp DNA Blood
Mini Kit (250) de QIAGEN vy se siguio el protocolo para células en cultivo. El DNA se cuantificé de la
manera previamente descrita y de cada cultivo se tomaron 1,334 ng, de los cuales se realizaron
tres diluciones (1:4) para tener finalmente 4 diferentes concentraciones de DNA: 1000 ng, 250 ng,
62 ng y 15 ng; ademas, se puso un control “positivo” (Control +), que en el primer punto consistié
de 1000 ng de DNA gendmico extraido de células sin tratamiento, mdas 1000 ng de cada fragmento
amplificado respectivamente (DHFR o CDH12).

El DNA fue entonces desnaturalizado con hidréxido de sodio 0.3 M y EDTA 10 mM a 96°C por
10 min, e inmediatamente después colocado en hielo; después se neutralizé con 100 pl de acetato
de amonio 2 M para tener un volumen final de 200 pl.

Se ensamblé un manifold (Bio-Rad) con una membrana de nylon® previamente humedecida en
acetato de amonio 1 M por 10 minutos, ademas de un filtro soporte humedecido brevemente en
la misma solucién. Posteriormente en cada pozo se afiadieron 100 pl de acetato de amonio 1 M, el
vacio era encendido hasta que la solucién se filtraba y al finalizar se cerraba nuevamente. A
continuacién, las muestras se colocaron en el manifold y el vacio se abrié hasta ser totalmente
filtradas, luego el vacio se cerrd y se repitid el paso inicial con acetato de amonio 1 M.
Finalmente, el manifold fue desarmado y la membrana secada a temperatura ambiente para
continuar con la hibridacién (Figura 3.2).

El DNA en la membrana se fijé con luz UV a 1,200 pj y enseguida se coloco en un contenedor
con 10 ml de una mezcla para hibridar que contenia: SDS al 7%, fosfato de sodio monobdsico 0.5M

(pH 7.2) y EDTA 10 mM. Esta prehibridacion se realizd por 2 horas a 62°C y concluido el tiempo la
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mezcla se remplazd con 15 ml de la misma solucién mas 50 ng/ml de la sonda para el gen DHFR o
CDH12. La hibridacidn se llevé a cabo entre 18 y 20 horas a 62°C y después la membrana se lavé
dos veces en SSC 2X con 0.1% de SDS a la misma temperatura de hibridacion por 15 minutos cada
lavado. Un tercer lavado fue hecho con SSC 1X y 0.1% de SDS a temperatura ambiente por 15
minutos, al terminar se bloqued la membrana con TBS y 5% de leche en polvo (Bio-Rad) por una
hora a temperatura ambiente y en agitacién.

Después de bloquear la membrana se le afiadidé un anticuerpo anti-Digoxigenina conjugado con
fosfatasa alcalina en PBS (1:2000) con 1% de leche en polvo y se mantuvo a temperatura ambiente
por una hora en agitacion. Dos lavados de 15 minutos con TBS fueron realizados una vez concluido
el tiempo de incubacidn con el anticuerpo y al terminar la membrana se lavé 5 minutos con buffer
de predeteccion. Como sustrato se utilizo el Kit Vector Red alkaline phosphatase (Vector labs) que
produce un precipitado rojo debido a la reaccidn enzimatica, la cual se llevé a cabo a temperatura
ambiente, en agitacidn y oscuridad de 15 a 20 minutos. Al terminar, la membrana fue enjuagada
en agua desionizada y posteriormente se digitalizé con el programa Kodak Digital Science version
3.0.

3.4.1. Andlisis
El andlisis de las membranas digitalizadas consistié en sacar una proporcién de los tratamientos
con respecto al grupo control o sin tratamiento por cada concentracién de DNA (1000 ng, 250 ng,
62 ng y 15 ng). Para sacar la proporcion se utilizé la intensidad neta obtenida con el programa

Kodak Digital Science versién 3.0 y la proporcion se determind con el mismo.

Soluciones
PBS (pH 7.4) SSC 20X (pH 7) TBS (pH7.5) Buffer de
predeteccion (pH 9.5)
NaCl 137 mM NaCl 3 M NaCl 150 mM
NaCl 100 mM
KCl 2.7 mM Citrato de sodio 0.3 M  Tris base 100 mM
Tris 100 mM
Na2HPO4 4.3 mM
MgCl2 50 mM

KH2PO4 1.4 mM
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4.Resultados

4.1. Dafio genotoxico

El metotrexato (MTX) en las cinco concentraciones utilizadas promovié la formacién de
micronucleos (MN) y gemaciones de cromatina (GC), de éstos, los MN fueron el evento genotdxico
mas frecuente. Con respecto a los tratamientos, se encontré una diferencia significativa (p<0.05)
en la concentracién de 1.25 mM para las GC, mientras que para los MN las diferencias se
encontraron en las concentraciones de 0.01 mM, 0.05 mM, 0.25 mM y 1.25 mM, todas ellas con
respecto a los cultivos control (Tabla 1,Figura 1). El tratamiento que indujo el mayor nimero de GC
fue de 1.25 mM, mientras que el mayor nimero de MN fue con 0.25 mM, en ambos casos, se
observé un incremento en el dafio conforme se aumentaba la concentracion de MTX.

También se observaron puentes nucleoplasmicos (PN), los cuales indican la formacion de un
cromosoma dicéntrico por la ruptura y fusién de dos cromosomas; los puentes se encontraron en
los siguientes cultivos: control, 0.01 mMy 1.25 mM de MTX (un puente por cada tratamiento).

El indice de marcaje (IM) se evalué como un indicador de la capacidad de las células para
proliferar en presencia del MTX, pero ningln tratamiento mostré diferencias significativas con
respecto al control, pese a que éste tuvo una mayor cantidad de células en proliferacion. Los
tratamientos con 0.01 mM, 1.25 mM y 2.5 mM de MTX presentaron el menor IM (Tabla 4.1,
Figura 4.1.).

Tabla 4.1. Frecuencias de GC y MN en mil células por los tratamientos con MTX

GC MN IM
Tratamientos | Media | E. estandar+/- p Media | E. estandar+/- p Media | E. estandar+/- p

Control 1.3 0.3 2 2 0.38 0.04
0.01 mM 4.6 14 0.147 8.6 1.7 0.045 0.26 0.03 0.053
0.05 mM 5.3 1.7 0.088 11.3 1.2 0.009 0.29 0.01 0.122
0.25 mM 5.3 2.0 0.088 19 2.6 0.000 0.32 0.03 0.332
1.25 mM 7 1.7 0.022 14.6 3.1 0.001 0.26 0.02 0.053
2.5 mM 46 1.2 0.147 4 1 0.515 0.26 0.06 0.059

IM es el indice de marcaje.
Los promedios son de cultivos por triplicado.
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Frecuencia de GC por 1000 células
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Figura 4.1. Frecuencia de gemaciones de cromatina y microntcleos en cultivos de sangre entera tratados
con metotrexato por 24 horas (*p<0.05).

24



IM no. de células café por

0.45—

040

0.35—

030

2000 células

0.25—

020

T | I T |
Control 0.01 mhAa 0.05 mhAa 0.25 mh 1.25 mh 2.5 mhA

Tratamientos con metotrexato

Figura 4.2. indice de marcaje en cultivos de sangre entera tratados con metotrexato por 24 horas.

Figura 4.3. Dafio genotdxico encontrado en cultivos tratados con metotrexato: (a-c) GC; (d) célula con dos
GC; (e-g) MN; (h) célula con dos MN; (i) NP; (j) apoptosis; (k) contratincidn con giemsa para evaluar el IM.
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4.2. Amplificacion de dihidrofolato-reductasa (DHFR) y cadherina 12
(CDH12)

La secuencia que se utilizé como sonda del gen DHFR se obtuvo amplificando un fragmento de
231 pb, para la sonda del gen CDH12 se amplificé un fragmento de 859 pb (Figura 4.4.).

Una vez obtenidas las secuencias, estas se alinearon en el programa BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) del Centro Nacional de Informacion sobre Biotecnologia
(NCBI, por sus siglas en inglés), los resultados fueron positivos para ambos genes y con ello se

confirmé la especificidad de los productos obtenidos por PCR.
DHFR CDH12

a) b)

Figura 4.4. a) Amplificacion de DHFR en un gel de agarosa al 3% y un marcador de 50 pb; b) amplificacion
de CDH12 en un gel de agarosa al 1.5% y un marcador de 100 pb. En amarillo se muestra el tamafio de los
productos de amplificacion.

4.3. Hibridacion Fluorescente in situ

Cultivos sin BrdU fueron utilizados para evaluar la amplificacidon genética del gen DHFR y, aunque
se observé la formacién de GCy MN, no fue posible detectar la sefial de hibridacién de este gen, ni
tampoco la del gen CDH12 en cultivos control o tratados. Por otro lado, las hibridaciones con
secuencias satélite fueron positivas, es decir, que fue posible observar sefiales de estas secuencias
en GC y MN aunque en un porcentaje bajo (Tabla 4.2., Figura 4.5.). También se registraron 4

puentes nucleopldasmicos con sefial de las secuencias centroméricas en todos ellos.
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Figura 4.5. (a-d) gemaciones de cromatina y microntilceos sin sefal para el gen DHFR (ntcleos teiiidos con
ioduro de propidio); (e-f) nticleo y cromosomas en metafase con seial de secuencias centroméricas; (g-i)
gemacion de cromatina, micronticleo y puente nucleoplasmico con sefial de secuencias centroméricas; (j)
gemacion de cromatina sin sefial de secuencias centroméricas; (k) célula con micronicleo y seiial de
secuencias centroméricas dentro del nticleo (ntcleos tefiidos con DAPI).

Tabla 4.2. Gemaciones de cromatina, micronticleos y puentes nucleoplasmicos con sefial positiva
para centrémeros (C+) en cultivos de sangre entera tratados con metotrexato

Tratamientos No. total GC | GCC+ (%) | No.total MN | MN C+(%) | No. total PN PN C+
Control 2 - 12 -
0.01 mM 3 1(33.33) 10 - 2 2 (100)
0.05 mM 6 - 14 2(14.28) 1 1(100)
0.25 mM 4 - 11 -
1.25mM 3 1(33.3) 13 -
2.5mM 7 2(28.57) 10 1(10) 1 1(100)
Total 25 4 (16) 70 3(4.28) 4 4 (100)

Numero de células analizadas 12,000 por grupo.

El nimero de GC, MN y PN es la suma de eventos de dos muestras por grupo.
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4. Dot blot

Para evaluar la amplificacién genética por dot blot se determiné la intensidad neta de cada punto,
y ésta, se transformd en una proporcién con respecto a los cultivos sin tratamiento. Al transformar
la intensidad neta en una proporcién el valor del control negativo o sin tratar siempre fue uno,
mientras que los valores de los cultivos tratados se encontraban entre 0.4-1.3 para DHFR y entre
0.2-1.4 para CDH12 (Tabla 3).

Al comparar los valores por concentracion de DNA entre los grupos tratados y el control (sin
tratar), no se observé una clara diferencia entre éstos; en cambio, el Control + que simula una
condicién de amplificacién genética si presenta valores superiores al grupo sin tratamiento.
También puede observarse que conforme disminuye la concentracién de DNA la diferencia entre

el Control y el Control + es mas evidente, lo que se percibe mejor en el caso del gen DHFR (Figura

6).

Tabla 3. Intensidad neta dada como proporcion de DNA extraido de células tratadas con

metotrexato con respecto a células sin tratamiento.

DHFR Control 2.5mM 1.25mM | 0.25mM | 0.05mM | 0.01 mM Control +
1000 ng 1 0.9* 13 1 1 1.2* 1.7
250 ng 1 0.9* 0.9 0.9 0.9 0.8 2.6

62 ng 1 0.7* 1.1 1 1.2 1.1 5.4

15 ng 1 0.9* 1.2 1 0.5 0.4 5.2
CDH12 Control 2.5mM 1.25mM | 0.25mM | 0.05mM | 0.01 mM Control +
1000 ng 1 - 0.9 0.8 0.8 0.8* 1.5
250 ng 1 0.9 1 1 1.1 0.5* 2

62 ng 1 0.7 1 1 1 0.6* 2.1

15ng 1 0.8 1.4 1 1.3 0.2* 2.3

Los datos mostrados son el promedio de valores asignados por el programa de andlisis de imagenes de dos
experimentos independientes.
* Datos obtenidos a partir de un solo experimento
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Figura 6. Membranas digitalizadas de la hibridacion realizada para DHFR y CDH12 con cromégenos: a)
Cultivos sin MTX; b. 2.5 mM de MTX; c. 1.25 mM de MTX; d. 0.25 mM de MTX; e. 0.05 mM de MTX; f. 0.01
mM de MTX; g. Control + (1000 ng de DNA genémico sin tratamiento + 1000 ng producto amplificado por
PCR de cada gen respectivamente en el primer punto). Las graficas que aparecen a los lados de cada
membrana representan la intensidad neta obtenida por la razén entre la intensidad de los cultivos
tratados sobre la intensidad de los cultivos control. Puede apreciarse en ambos genes que salvo el Control
+ todos los tratamientos exhiben valores similares a 1 o menosres. La cantidad de DNA es equivalente a:
151,515 células para 1000 ng; 37,878 células para 250 ng; 9,393 células para 62 ng y 2,272 células para 15
ng.
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5. Discusion

El metotrexato (MTX) es ampliamente usado en el tratamiento de algunos tipos de cdncer como
leucemia y cdncer de mama; ademas de enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide y
desordenes inflamatorios como la psoriasis. La toxicidad mas frecuente asociada al MTX se da en
tejidos de alta proliferacion como la mucosa gastrointestinal, aunque también se presentan casos
de hepatotoxicidad y neurotoxicidad; otros efectos son la inmunosupresidon y en altas dosis
reacciones anafilacticas [73]. Como carcinégeno el Centro Internacional de Investigaciones sobre
el Cancer (IARC, por sus siglas en inglés) lo agrupa dentro del grupo lll, que se refiere a aquellos
compuestos para los cuales no existe suficiente evidencia
[http://monographs.iarc.fr/ENG/Monographs/suppl7/Suppl7-102.pdf 02/10/09, 5621 bytes], pese

a esto, existen estudios en varios sistemas en los cuales se ha reportado un efecto genotdxico por

parte del MTX, como el que se encontrd en el presente trabajo.

En una linea celular (V79) derivada de células CHO y resistente a 1.6 mM de MTX se
observé la formacién de gemaciones de cromatina (GC) y microntcleos (MN), incluso después de
retirar el compuesto de los cultivos [44]. En células somaticas de Drosophila el MTX induce
entrecruzamientos, y en ratones expuestos a tres diferentes dosis de este compuesto (2, 10y 20
mg/kg) se encontrd un efecto clastogénico con las pruebas de aberraciones cromosdmicas y MN,
las cuales se realizaron 24 y 30 hrs después de los tratamientos [74,75]. También se han realizado
estudios en personas tratadas con antineoplasicos, por ejemplo, en un trabajo con nifios enfermos
de leucemia se encontré una menor frecuencia de MN antes de administrar quimioterapia; en otro
estudio se analizé el dafio genético en trabajadores de una fabrica que produce MTX y, lo que se
encontrd, fue una diferencia significativa entre los trabajadores y un grupo control con la prueba
de MN, el ensayo cometa y la mutacion de los genes HPRT y TCR [76].

En las condiciones de nuestro estudio, se observd claramente la formacién de MN y GC; de
estos eventos, la apariciéon de MN fue mads frecuente con las distintas concentraciones usadas.
Estos resultados ademas de demostrarnos que el MTX es un agente genotdxico, también pueden
ser un indicio del origen del dafio, es decir, si consideramos que el origen de los MN se debe a
rompimientos de DNA o a cromosomas perdidos y, lo que observamos es una mayor frecuencia de
MN, entonces podriamos decir que el efecto que esta teniendo el MTX en los cultivos es un efecto
clastogénico o aneugénico.

La evidencia sugiere que el dafio que observamos es debido a la ruptura del DNA, lo que
produciria fragmentos acéntricos que no serian integrados dentro del nicleo una vez concluida la
mitosis. En apoyo a lo anterior, existen estudios en los cuales se ha evaluado el potencial
genotoéxico del MTX con el ensayo cometa, que es una prueba que permite medir rompimientos
de cadena en el DNA; por ejemplo, en células asciticas de tumor de Ehrlich se reportd el

rompimiento de DNA (rompimientos de una sola cadena) con un tratamiento de 2 uM en
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diferentes tiempos de exposicién [77]. En otros estudios con linfocitos humanos tratados in vitro,
se ha reportado un efecto genotdxico en exposiciones de una hora y concentraciones de 10, 15y
20 pg/ml (22, 33 y 44 puM respectivamente), asi como una diferencia significativa en el
rompimiento de cadenas sencillas con una concentracion de 0.260 uM/ml y 24 hrs de exposicion
[78,79].

El mecanismo de accién propuesto para agentes como el MTX es de tipo indirecto, y el dafo

|I’

ocasionado podria ser provocado por un desbalance en el “pool” celular de los
desoxirribonucledtidos (dNTPs), lo que sucederia al inhibir la regeneracién de tetrahidrofolato, y
con ello, la sintesis de timidilato. El descenso de este precursor podria a su vez, ocasionar la
incorporacién incorrecta de residuos de uracilo, que al ser removidos daria como resultado la
fragmentacién del DNA por la activacidon de endonucleasas o la formacién de sitios apirimidicos
gue pueden dar lugar a fracturas de cadena [77,80,81].

El MTX también podria causar la pérdida de cromosomas completos, sin embargo, las pruebas
de FISH con sondas centroméricas nos permiten reiterar un mayor efecto clastogénico, ya que el
porcentaje de GC y MN (16.6 y 4.10 % respectivamente del total de eventos encontrados) con
sefial fue bajo. Al respecto, en un estudio realizado con una linea celular de fibroblastos
permanentes de ratdn, se encontrd que solamente el 21.4% de MN inducidos con mitomicina C
mostraban sefial para el centrémero y telédmeros, mientras que en cultivos tratados con colchicina
el porcentaje de MN con ambas sefiales fue de 74.5% [82]. En un trabajo similar con los
clastégenos mitomicina C y ciclofosfamida, ademas de las sustancias aneugénicas vinblastina y
colchicina, el andlisis de MN inducidos con estas ultimas sustancias mostré que del 89 al 100% de
los MN presentaba sefial de sondas centroméricas, y que sélo entre un 9y 12% de MN con sefial
eran inducidos por los clastégenos [83].

En cuanto a las GC, existe un estudio en linfocitos cultivados por nueve dias, en el que se
observé las diferencias en su contenido con sondas centroméricas y teloméricas después de ser
inducidas con diferentes concentraciones de acido félico y 5-metiltetrahidrofolato. Sus resultados
indican que del total de GC encontradas, un 43.5% tiene sefial de secuencias teloméricas, 3.6% de
centrémeros, 10.5% de centrémeros y telémeros y 42.7% no muestra sefial alguna; en cuanto a los
MN, el 62.2% da positivo para telémeros, 2.9% para centrémeros, 22% para ambas y el 12.9% no
presenta ninguna sefial. Para los autores, el gran porcentaje de GC sin sefial sugiere que éstas se
forman principalmente de DNA intersticial, que puede ser de genes amplificados, secuencias
repetidas o restos de puentes formados en anafase [84]. En otro estudio con células tumorales fue
posible detectar material de los cromosoma 9 y 3 en gemaciones nucleares (nuclear blebs),

puentes (chromatin strings) y MN [85].
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Figura 5.1. Nucleos unidos por cromatina con sefial para secuencias centroméricas (flechas) en cultivos
tratados con 10 pM de metotrexato.

La posibilidad de rompimientos y rearreglos entre cromosomas como los que dan origen a los
cromosomas dicéntricos, puede ser la explicacién a los puentes hallados en este trabajo, aunque
éstos también podrian formarse de otro modo. En un articulo escrito por Daniela Cimini y
Francesca Degrassi [37], se mencionan varios mecanismos de aneuploidia, uno de ellos, se
produce cuando uno de los cinetocoros es fijado por los microtibulos a ambos polos (Figura
1.2.b); cuando las cromatidas se separan, podria suceder que el cinetocoro (de una cromatida) al
momento de ser jalado por los microtubulos hacia los dos polos se rompiera, y junto con él, el
centromero, de tal forma que se podria formar un “puente” entre los dos nucleos compuesto de
secuencias centromeéricas, como los que observamos en las preparaciones de cultivos tratados con
MTX, hibridadas con secuencias satélite y tefiidas con DAPI (Figura 5.1.). De ocurrir la formacion de
cromosomas dicéntricos, su rompimiento tendria que ser de igual forma cercano al centrémero,
puesto que de ocurrir lejos no se esperaria la sefial de las secuencias satélite.

Por otra parte, el indice de marcaje no mostré diferencias significativas entre el grupo control y
los tratados, a pesar de esto, en el primero logramos observar una mayor cantidad de células con
5-bromo-2'-deo-xiuridina (BrdU), lo que se explica por la posible inhibiciéon de la sintesis en los
cultivos tratados, lo que pudo haber ocasionado un retraso en el ciclo celular que, sin embargo, no
fue significativo. Si el MTX detiene a las células en la etapa de replicacién, lo que observamos en
los cultivos es el resultado de las primeras 48 hrs de proliferacion, en las cuales las células
crecieron en condiciones idénticas y las variaciones entre los cultivos pueden ser por las
diferencias de los linfocitos en su respuesta a un estimulo para dividirse, asi como en su cinética de
proliferacidn, las cuales pueden ocasionar que algunas células entren rapidamente en sintesis y
tengan un ciclo corto, mientras que otras se retrasan en la etapa de replicacién vy
consecuentemente presentan un ciclo mas largo [86].

En un estudio realizado bajo condiciones de cultivo similares al nuestro [87], se reporté que el
MTX en concentraciones tan bajas como 0.1 uM ocasiond una disminucidon de las células en
mitosis, efecto que es mantenido en concentraciones mayores. Sin embargo, el indice de
replicacién no se afecté aun en concentraciones de 100 uM, lo que indica que el MTX puede

ocasionar que las células se detengan antes de la mitosis, sin que se la concentracion de MTX
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tenga un efecto significativo en la replicacion del DNA. En este sentido nuestro trabajo coincide
con los resultados de E. Rojas y cols. [87].

Con respecto a la amplificacién génica del gen dihidrofolato reductasa (DHFR) y su deteccién en
GC o MN, nuestros resultados con FISH no mostraron evidencia alguna de amplificacidon; sin
embargo, tampoco logramos detectar su sefial o la de cadherina 12 (CDH12) en nucleos ni en
cromosomas en metafase, lo que puede ser debido al tamafio de las sondas empleadas, que
fueron de 231 y 859 pb para DHFR y CDH12 respectivamente. En el caso de DHFR, el fragmento se
habia utilizado previamente en una PCR semicuantitativa para detectar la amplificacion génica en
pacientes con cancer de mama [64,72], y aunque al parecer su tamafio afecta su visualizacién al
microscopio, esto puede ser una evidencia de que no existe amplificacion en nuestros cultivos, ya
gue de ser asi, se habria podido distinguir una sefal intensa si las amplificaciones se encontraran
cerca, tal como ocurre en el caso de las secuencias satélite, que a pesar de medir entre 5y 171 pb
su arreglo en tdndem les permite formar blogues con un tamafio que puede alcanzar hasta 100 kb
(100,000 pb) [88].

Debido a que no fue posible obtener una evidencia directa de amplificaciéon contenida en GCy
MN, ni en nucleos interfasicos por la técnica de FISH, se buscé determinar si el tratamiento pudo
inducir amplificacién de DHFR en el cultivo total, mediante el método de dot blot, el cual nos
permitié responder esta interrogante y los resultados no dan muestra de ello. Al comparar los
valores de los distintos tratamientos con el control negativo, no se observd una gran diferencia
entre éstos, a diferencia del Control +, en el que se simuld una condicidn de amplificacidn, al
agregar mas fragmentos complementarios a las secuencias de DNA utilizadas como sondas, como
si fueran copias extra producto de amplificacién génica.

Algo notable en las imdgenes digitalizadas de los primeros dot blot, fue que en la menor
cantidad de DNA utilizada (15 ng) la diferencia entre los cultivos y el Control + fue mas evidente,
puesto que tenian la misma cantidad de DNA gendmico, entonces la diferencia de intensidad
podria atribuirse al exceso de copias de la secuencia de DHFR en el Control +. Con la finalidad de
llegar a un nivel de deteccién mayor, se realizé un nuevo dot blot para detectar la secuencia de
DHFR usando cantidades menores de DNA gendmico, que iban desde 10 ng a 0.125 ng, y el cual
fue revelado con quimioluminiscencia para lograr una mayor sensibilidad (Figura 5.2.). En este dot
blot al igual que en los anteriores la sefial es muy similar entre los distintos tratamientos y el
control negativo, esto hasta la cantidad de 1ng de DNA, mientras que la sefial en Control + aun es
visible con esa misma cantidad y hasta 0.125 pg de DNA, debido al exceso de copias de la
secuencia de DHFR.

Estos resultados no muestran indicios de amplificacidon génica, aunque si ésta llegara a suceder
se esperaria que fuera un evento raro. Asi lo demuestran estudios realizados en células humanas y
de roedores no trasformadas, las cuales fueron expuestas a diferentes agentes quimicos, entre
ellos el MTX, y en los que no se hallé evidencias de amplificacién en un rango de 10® células,

mientras que la aparicion en células transformadas es en el rango de 107 [70,71]. Si la frecuencia
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Figura 5.2. Membrana digitalizada de la
hibridacion realizada para DHFR y revelada con
quimioluminiscencia: a) Cultivos sin MTX; b.
2.5 mM de MTX; c. 1.25 mM de MTX; d. 0.25
mM de MTX; e. 0.05 mM de MTX; f. 0.01 mM
de MTX; g. Control + (DNA gendmico mas el
producto amplificado por PCR del gen DHFR).

de amplificacién es tan baja, no se habria esperado detectar en los dot blot de células normales,
ya que la mayor cantidad de DNA utilizada (1 pg) equivaldria solamente a 151,515 células, y
ademas se debe recordar las condiciones en la cuales se llevaron a cabo los cultivos en el presente
trabajo.

El objetivo del presente trabajo fue comprobar si las GC, que se forman bajo las condiciones en
las que normalmente se realiza la prueba de MN in vitro para estudios de genotoxicidad, podrian
estar constituidas por genes amplificados; en ese sentido, las condiciones normales implican
cultivos entre 48 y 72 horas, y la exposicidn a algin agente quimico suele ser de 24 horas o
menos. Estas condiciones fueron las que se siguieron en este trabajo, con un modelo de
amplificacién como lo es DHFR-MTX.

Como se ha mencionado anteriormente, la evidencia de amplificacidn génica se deriva de lineas
celulares en cultivo, células derivadas de algin tumor o bajo una seleccién por exposicién [53,89-
91]. La intencidon de llevar a cabo cultivos en los cuales células no transformadas estuvieran
expuestas durante una sola divisidn, consistio en estudiar la posibilidad de encontrar GC con genes
amplificados producto de tiempos cortos de exposicion, tomando la propuesta hecha por Fenech y
cols. a partir de estudios realizados por Shimizu y cols. con la linea tumoral COLO 320DM [17,45-
47], y que a pesar de no haber sido comprobada, si se ha manejado ya por otros autores [13]. Si
se llegan a presentar GC producto de amplificacién génica, debe considerarse en qué condiciones
son formadas, porque las GC encontradas en la prueba de MN, al igual que los mismos MN se
forman después de un tiempo de cultivo corto y exposiciones Unicas, asi como en células no
transformadas. Con respecto a células no trasformadas, existe sélo un reporte de amplificacion del
gen HRAS (c-Ha-ras-1) en fibroblastos humanos normales durante la ultima etapa de su cultivo in
vitro [68].

Por otro lado, si se acepta que las GC encontradas en la prueba de MN contienen genes
amplificados, se podria pensar que esto también sucede in vivo ante la exposicién de un agente
capaz de generar amplificacién. La amplificacion in vivo en personas enfermas con algun tipo de

cancer se ha reportado [64,65,92,93]; sin embargo, de la amplificacién in vivo por exposicién sélo
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existe un reporte del gen butirilcolinesterasa (BCHE, CHE) en un padre y su hijo, miembros de una
familia expuesta a plaguicidas organofosforados por varias generaciones [69].

Tampoco se puede rechazar la amplificacidon génica como mecanismo para la formacién de GCy
MN, tal como se puede observar en los estudios realizados con la linea tumoral COLO 320DM. Si
entendemos a las GC o MN como cuerpos que contienen material genético que no esta siendo
retenido dentro del nucleo, copias extra de genes pueden formar parte de estos eventos; como ya
se ha mencionado, la cuestién no sdlo es de qué estdn formados, sino también bajo qué
condiciones se puede tener un fragmento, un cromosoma o un gen amplificado en las GCy aun en
los MN. En la literatura se ha reportado que la amplificacién es un evento que se induce bajo una
presidn quimica y resulta en que las células portadoras resisten esa presién y sobreviven. Cuando
se ha hecho en lineas transformadas, esta resistencia se da con una cierta frecuencia, es decir, no
todas las células de la linea celular muestran la amplificaciéon. Lo mismo se esperaria en células
normales y quizds con una frecuencia considerablemente mas baja, por lo que si hemos de
detectar estos eventos hace falta otro tipo de disefio experimental.

Lo cierto es que cuando una célula muestra protuberancias en la superficie de su envoltura
nuclear puede ser que el nucleo expulsa o introduce algo; con esta idea en mente, las GC que
observamos pueden ser fragmentos de DNA expulsados o material genético reintroducido,
material que puede ser parte de un puente roto.

Cabe decir que el estudio de la amplificacién génica como elemento de inestabilidad genética o
factor en el desarrollo de tumores malignos es un tema de gran interés; por lo que de seguir
estudiando este fendmeno podria considerarse la seleccion y clonacidn de linfocitos en cultivos de
largo tiempo. De esta manera se podrian contestar otras cuestiones, como la poblacién de células
que podrian experimentar amplificacién génica y el rango de amplificados; ademas de las
preguntas que ya se han formulado anteriormente como saber si el evento de amplificacién ocurre

en células no transformadas, en qué condiciones sucede y qué pasa con los amplificados.
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6. Conclusiones

Como conclusiones del presente trabajo podemos mencionar las siguientes.

En la prueba de micronucleos con 5-bromo-2’'desoxiuridina el metotrexato ocasiona la formacion
de gemaciones de cromatina, microndcleos y puentes nucleopldasmicos utilizando sangre entera;
de estos eventos, la frecuencia de micronucleos fue mayor.

No se encontraron evidencias de amplificacidon génica del gen dihidrofolato reductasa por FISH y
Dot blot en las condiciones de cultivo utilizadas, las cuales consistieron de una exposicion Unica a
metotrexato en diferentes concentraciones por 24 horas.

Los eventos genotdxicos observados en cultivos de sangre entera de corta duracidn, ocasionados
por el metotrexato, son en su mayor parte material genético acéntrico.
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Complemento I

Frecuencias de GC y MN en mil células por los tratamientos con MTX en cultivos sin BrdU

Tratamientos No. Células GC MN
evaluables

Control 4,560 0.4 2.6
0.01 mM 3,120 1 3.2
0.05 mM 3,480 1.7 4
0.25 mM 3,840 1 3
1.25 mM 3,120 1 4
2.5 mM 3,120 2.2 3.2

Las células evaluables se calcularon multiplicando el indice de marcaje de cada tratamiento por 12,000, para asi obtener
el nimero de células que proliferaron en estos cultivos y sobre ellas calcular la frecuencia de GCy MN.

La frecuencia en mil células se obtuvo dividiendo el nimero de GC o MN entre el nimero de células evaluables por
1000.

Como puede observarse en la presente tabla, en cultivos sin BrdU la frecuencia de GC y MN es
menor con respecto a los cultivos con BrdU, diferencia que puede ser por un efecto sinérgico
entre el MTX y la BrdU. El MTX al afectar la sintesis de novo de timidina, podria ocasionar un
aumento en la incorporacidn no sélo de residuos de uracilo, sino de la misma BrdU, nucledtidos
gue al ser removidos daria como resultado un mayor cantidad de cortos en el DNA, que podrian a
su vez resultar en una mayor fragmentacion. Sin embrago, también puede notarse que la
frecuencia de MN es mayor que la de GC, como en los cultivos con BrdU.
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Complemento II

Electroferogramas Dihidrofolato reductasa (DHFR)
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Electroferogramas Cadherina-12 (CDH12)
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Complemento III
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