UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

“EFECTOS DE LA RADIACION UV SOBRE LA CINETICA
REPARATIVA EN LA DIFERENCIACION NEURONAL”

T E S 1 S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA

PRESENTA:

GRISELL GUTIERREZ MAGALLON

MEXICO, D.F. 2009



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Jurado asignado

Presidente: M. en C. Alicia Beatriz Cervantes Peredo
Secretario: QFB. Bertha Resendiz Vazquez
Vocal: Dra. Mahara Angélica Valverde Ramirez
ler Suplente: QFB. Maria Elena Bravo GOmez

2do Suplente: Dr. Ledn Patricio Martinez Castilla

Lugar donde se desarrollo el tema:
Instituto de Investigaciones Biomédicas

Depto. De Medicina Gendmica y Toxicologia Ambiental

Asesor del tema:

Dra. Mahara Angélica Valverde Ramirez

Sustentante:

Gutiérrez Magallon Grisell



Este proyecto fue parcialmente financiado por DGAPA: IN202007



DEDICATORIA

Agradezco a Dios por haberme dado la oportunidad de ser hija de estos dos
seres maravillosos a los que dedico este trabajo ya que gracias a ellos estoy
logrando cumplir este gran suefio. A ellos quienes nunca me han dejado de
apoyar y sobre todo de darme su amor incondicional, a quienes nunca podre
pagar todos sus esfuerzos y confianza puesta en mi. A mis padres: Martha y
Andrés a quienes amo sobre todas las cosas.

A mis hermanos (Daniel y Fredy) porque a pesar de las pequefias peleas que a
veces tenemos, sé que puedo contar con ellos en todo momento.

A mi hermana Karina porque mds que ser mi hermana es mi amiga y siempre
me ha apoyado y dado consejos sobre las decisiones que he tomado. A mi
cuiado Carlos porque me ha brindado su amistad y apoyo.



AGRADECIMIENTOS

A Mahara por el apoyo otorgado durante todo este tiempo que he estado en el laboratorio, por
haberme dado la oportunidad de realizar la tesis con ella. Por la paciencia que ha tenido conmigo
para guiarme durante todo este tiempo, y sobre todo compartir conmigo sus conocimientos y
experiencia.

Al Dr. Emilio Rojas por su apoyo y sus consejos durante la realizacién del proyecto.

A Paulina Ramos por todo su apoyo, por haber compartido todos sus conocimientos conmigo, por
ayudarme a realizar todo este proyecto. Pero sobre todo por su amistad que me ha brindado desde
el momento en que la conoci.

A todos mis companeros del laboratorio (Cheros, Martin, Nahum, Pablo, Diego, Vicente, Ménica
y Reyna) que me han ayudado desde lo académico hasta en lo personal. Muchas gracias por ser
mas que mis compafieros mis amigos y familia. Gracias Vero por ser un gran apoyo para mi y por
tu amistad.

A todos mis amigos de la facultad (Clauss, Isela, Perla, Delia, Erik, Tona, Cesar, Moy, Lidia, Flor y
Alberto) les agradezco todos los momentos vividos con ellos, que a veces fueron malos y pero en
la mayor parte fueron buenos. Todo su apoyo no podre pagarselos jamas. Y a todas aquellas
personas que conoci durante la carrera con los que convivi y me hicieron sentir que podia contar
con ellos.

A mi gran amiga Silvia porque siempre me ayudado a levantarme cuando he sentido que ya nada
tiene sentido. Sabes que nunca podre pagarte todos tus consejos y todo estos afios de amistad.

A mis amigos de la secundaria, CCH y a todos aquellos que he conocido durante todo mi vida,
porque todos ellos han dejado una ensefianza en mi.

A mi amiga Mireya por preocuparse por mi bienestar en todo momento, por todos sus consejos y
sobre todo por las largas charlas en donde siempre me puedo desahogar.

A mis maestros quienes de una forma u otra dejaron una enseflanza en mi. Y sobre todo a aquellos
que mas que ser mis maestros se convirtieron en mis amigos: al maestro Simén Hernandez, a la
Dra. Elena Ramirez y sobre todo a Ernesto Sanchez.

A mis abuelos Celestino y Margarita que a pesar de que ya no estén aqui, se que siempre tuve su
apoyo y amor.

A mi abue Pancha por quererme tanto, por apoyarme y cuidar de mi.
A mi familia en general que se que siempre estuvieron ahi para darme su amor y sobre todo su

apoyo en la decisiéon que he tomado en la vida, todos han sido un gran motor para seguir luchando
por mis suefos.



Indice

ABREVIATURAS ...ttt ettt bbb bRt be e e st e bt st et e bt et e st e st e besbetereaneneas 1
RESUMEN ...ttt ettt sttt et e st e be b et e b e b et e Rt e be st e s e ebeebe st eneanenee e ene et s 2
L. INTRODUGCCION......ceii ottt e st e s e e st e e st e e e sst e e e steeeaseeeaseeesnseeessseeessseeesneneenneeeans 4
1. Generalidades de 1aS NEUIONAS. ........ccoeiieiiiie e sre e e 4

i I B T U | o] o] F= 1S o] ¢ =SSOSR 5

2. ReparacCion del DINA ... ..ottt et et stesbesbeereeneenes 8
3. Reparacion por escision de nucledtidos y luz UV........cccooiiiiiiiciecccscseee e 9
4. Etapas de la Reparacion por Escision de Nucledtidos (NER) ........cccccecvvviviinnnane. 11
5. Reparacion del DNA en células terminalmente diferenciadas..............cccccceueneee. 14
6. Reparacion por escision de nucledtidos en NeUroNas...........cccoveveeieieeceseece e, 17
I1. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA .......cceooviieeeeeeieesereeeeenienens 20
L. HIPOTESIS .ottt ettt sttt n et aan st enae s 21
IV. OBJIETIVO GENERAL ......otiiiteet ettt nne sttt es 21
V. OBJETIVOS PARTICULARES ........ct oottt 21
IV. DISENO EXPERIMENTAL ...oiveiieeieteee et ee et es s esas s sss s ssseesssssssssnsss s ssses s sassnsensesenes 22
VI MATERIAL Y METODO ..ottt ettt ettt ettt an e, 23
L. CUITIVOS CEIUIATES ...ttt et sb et eeneenrs 23
2. Protocolo de diferenciacion a neurona para células MSN ..., 23
3. TratamientoS CON TUZ UVC ...ttt 24
ST O] 0] o) q [ o F= T [Hu USSR 25
6. Ensayo cometa para evaluar la cinética reparativa ............ccccceeveveiicviicc e, 25
7. ANALISIS ESTAISTICO ..ottt b b e eneas 28
VI RESULTADOS . ...ttt sttt b ettt be st et nenbe st et anentens 29
3 I O] 0] ) 1qTex T = T ISP PSR 29
2. Genotoxicidad y Cinética ReparatiVa...........cccccuevviieieeii e 32
IX. DISCUSTON.....cceuiieiiiiseeiseseeeeeseses st 41
X. CONCLUSIONES ..ottt sttt s et et e nente e ne st s 45
N AN e SRS 46

XL, BIBLIOGRAFTA ..o oo oo oo e e e e e e e e e et e e et e s e e e e e s e e e et e s e e et e et e e e e e e s ae e 52



ABREVIATURAS
(6-4)PPs

AR
BPDE
CPD
DAR
DNA
GGR
Luz UVc
mA
MMS
NER
NGF
OTM
PBS
QSN
SFB
TCR

ubDS

(6-4) Fotoproducto

Acido Retindico

Benzo[a]Pireno Diol-Epoxido

Anillo de Ciclobutano

Reparacion Acoplada a los Dominios de Transcripcion
Acido desoxirribonucleico

Reparacion Global del Genoma

Luz ultravioleta tipo C

Miliampers

Metil-metanosulfonato

Reparacion por Escision de Nucledtidos
Factor de Crecimiento Neuronal

Olive Tail Moment

Soluciéon Amortiguadora de Fosfatos
Glutamina, Serina y Asparangina

Suero Fetal Bovino

Reparacion Acoplada a la Transcripcion
Sintesis de DNA no Programada

Volts



RESUMEN

La reparacion del DNA a través del mecanismo de escision de nucledtidos
(NER) repara lesiones que producen una distorsion tridimensional en la estructura
del DNA, como es el caso de los (6-4) fotoproductos y los anillos de ciclobutano
que son generados por la radiacion UV.

Si bien se asume que todos los tipos celulares cuentan con varios
mecanismos de reparacion del DNA, la reparacion de las neuronas es un area de
gran incertidumbre hoy en dia. Es por ello y con base en la propuesta de que las
neuronas al diferenciarse pierden la reparacion global del genoma (subvia de
NER) y solo mantienen la reparacion acoplada a la transcripcion (subvia de NER),
es que el presente proyecto estudia la eficiencia de la reparaciéon en el modelo de
diferenciacion neuronal MSN. Para ello, evaluamos la cinética reparativa,
mediante la electroforesis unicelular alcalina, ante el reto con luz UVc en el
modelo MSN indiferenciado y diferenciado y la comparamos con células 3T3 las
cuales tienen atenuada la subvia de la Reparacion Global del Genoma (GGR).
Nuestros resultados indican que las neuronas diferenciadas tienen mas efectos
citotéxicos ocasionados por la luz UVc que las indiferenciadas mientras que los
fibroblastos murinos 3T3, fueron los mas radiosensibles. En cuanto a la capacidad
de remocion de los rompimientos en el DNA ocasionados por la luz UVc,
encontramos que solo las neuronas diferenciadas y las células 3T3 tienen
capacidad parcial de reparacion del DNA. De estos resultados podemos concluir

que el estado de diferenciacion en las neuronas le confiere capacidades



reparativas diferentes (mas eficientes) para remover dafios que ocasionan

distorsion de la cadena de DNA como el dafio inducido por luz UVc.



I. INTRODUCCION

1. Generalidades de las neuronas.

El sistema nervioso esta compuesto por dos clases de células: las neuronas
y las células gliales. Las neuronas tienen la habilidad de manipular los cambios a
través de la membrana celular y son las responsables de procesar la informacion
en el sistema nervioso (Hutchins J y Barger S, 1998).

La organizacion celular basica de las neuronas se asemeja a la de las otras
células; sin embargo, se distingue por la especializacidon para la comunicacion
intercelular. Esto se pone en manifiesto por la morfologia general en la
organizaciéon especifica de los componentes de la membrana para el sefialamiento
eléctrico y en la complejidad de las estructuras y funciones de los contactos
sinapticos entre las neuronas (Purves D, et al. 2008).

La mayor parte de las neuronas estdn compuestas por tres partes definidas:
el soma o cuerpo celular, multiples dendritas y un axén. El soma contiene al
nucleo y esta rodeado de citoplasma. Una de sus funciones es el de asegurar la
sintesis de muchos de los componentes requeridos para la estructura y el
funcionamiento de las neuronas, por ello es que en el soma se encuentran todos
los organelos responsables de esto (Hammond C, 2008).

Las dendritas son la diana primaria de las aferencias sinapticas desde otras
neuronas y también se distinguen por su alto contenido en ribosomas y proteinas
especificas del citoesqueleto que reflejan su funcién en la recepcién y la
integracion de la informacién proveniente de otras neuronas (Purves D, et al.
2008).

La informacidén transmitida por las sinapsis a las dendritas neurales es
integrada y “leida” en el origen del axén que es la porcion de la célula nerviosa
especializada en la conduccion de sefales hacia el sitio siguiente de interaccion
sindptica. El axon es una de las extensiones singular del cuerpo de las células
neuronales que pueden medir cientos de mm o aun mas segun el tamano o tipo

de neurona (Purves D, et al. 2008).
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Fig. 1. Fisiologia de la neurona.

1.1 Neuroblastomas

La etiologia del neuroblastoma es aun desconocida. Pero hay estudios que
sugieren que hay posibles factores ambientales involucrados como los son: la
exposicion prenatal a la hidantoina, fenobarbital o alcohol, debido a que hay una
gran incidencia en la poblacién infantil que lo padecen (Castleberry RP, 1997).

El neuroblastoma se origina en células precursoras de la cresta neural
comprometidas para diferenciarse en los ganglios simpaticos y la médula
suprarenal. Este proceso fisioldgico depende de la accion de neurotrofinas (NGF,
BDNGF, etc), que actian sobre receptores con actividad de tirosincinasa (TRKA,
TRKB y TRKC), de tal forma que su expresion equilibrada conduce a la
diferenciacion en neuronas muy especializadas o a la muerte celular por apoptosis
(Castel V, et al. 2005). De los ligandos y los receptores que participan en la

regulacion de la diferenciacién, del que menos se conoce es el Factor de
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Crecimiento Neuronal (NGF) vy su receptor, TRK-A. Clinicamente los
neuroblastomas con expresion basal de TRK-A son asociados con favorables
respuesta a las terapias y con una alta probabilidad de supervivencia (Castleberry
RP, 1997).

En este caso se ha observado que hay una correlacién entre el nUmero de
cromosomas y su posible tratamiento, es por ello que se determina el contenido
total de DNA en estas células. Por ejemplo, en el caso de los nifios en los cuales
las células tumorales presentan hiperploidia se ha observado que responden bien
ante el tratamiento con ciclofosfamida y doxorubicina; mientras que aquellos
neuroblastomas que presentan diploidia reflejan un estado avanzado de la
enfermedad y la respuesta ante la combinacién de dichos farmacos es pobre
(Castleberry RP, 1997).

En la tabla 1 se muestran algunos ejemplos de modelos neuronales
utilizados en el ambito cientifico dado que tiene la capacidad de diferenciase a
neuronas (Nouspikel T y Hanawalt P, 2000; Simpson P, et al. 2001; ).

Cabe mencionar que el modelo Nt2 estrictamente no corresponde a un
neuroblastoma, sin embargo es en el Unico modelo neuronal humano que se ha
estudiado la expresidn de genes participantes en la reparacién del dafio al ADN

(Nouspikel T y Hanawalt P, 2000), tema de interés central en este trabajo.



Tabla 1. Caracteristicas de diferentes modelos celulares capaces de diferenciarse a neuronas.

MSN®

NT2 @D

SH-SY5Y

Origen

Tumorigénica. Paciente
masculino de 5 afios de

Tumorigénica.
Paciente Caucasico de 22

Tumorigénica. Subclona de la
linea celular SK-N-SH. Extraido

edad, sin previo afios de edad de un paciente femenino de 4
tratamiento. ' afios de edad
Crece en medio RPMI, . ) )
suplementado con 10% de | Crece en medio | Crece en medio F12.E0MEM (1:1)
. SFB, 1% aminoacidos no | DMEM:F12, suplementado | Suplementado con 15% de SFB,
Crecimiento esenciales, 1% de | con 10% SFB y 0.1% de 2mM L-glutamina y 1% de

antibidtico y 1% de QSN.
379 Cy 5% de CO;

gentamicina.
3709 Cy 5% de CO;

aminoacidos no esenciales.
379 Cy 5% de CO;

Diferenciacion

Para su diferenciacion a
neurona requiere de los
factores tréficos, que son:
acido retindico (10 puM) vy

Para su diferenciacion
necesita 10 pM de acido

Para su diferenciacion necesita
de acido retindico 75 uM y factor

factor de crecimiento | retindico durante 5| de crecimiento neuronal (50
neuronal (60 ng/mL) | semanas. ng/mL) ©
durante un periodo de 6
dias.
OO00O0O00O000ooood
de enzimas que sintetizan Tiene actividad de dopamina-p-
norepinefrina. Presenta | . hidroxilasa y puede convertir al
Otras . . Tiene 63 cromosomas, .
trisomias en los glutamato en GABA. Pierde sus
s presenta de forma normal I
caracteristicas | cromosomas 12, 15 y 22 caracteristicas neuronales

ademas de la pérdida del Y.
Nimero de cromosomas
entre 57-58.

al cromosoma Y.

cuando se incrementa el nimero
de pases.

(a) Raynolds CP, et al. 1986. (b) Biedler JL, et al. 1973. (c) Simpson P, et al. 2001. (d) www.atcc.org




2. Reparacion del DNA

La constitucion fisicoquimica de nuestro genoma no garantiza que tenga
una gran estabilidad o una apropiada funcién a lo largo de la vida. Hay un gran
numero de lesiones que se pueden presentar en el DNA y estas pueden ser
ocasionadas principalmente por tres causas globales. La primera causa de dafio al
DNA la ocasiona los agentes ambientales tales como la Iluz ultravioleta
(componente de los rayos solares), radiacion ionizante, y un sin numero de
agentes quimicos. La segunda es generada por los productos del metabolismo
celular que constituyen un permanente enemigo para la integridad del DNA.
Dentro de esto se incluye las especies reactivas de oxigeno tales como: el anién
superoxido, radicales hidroxilo y perdxido de hidrégeno que son derivados de la
respiracion y de la peroxidacidon de lipidos, entre otros procesos fisioldgicos. La
tercera causa de dafios globales esta constituida por algunas uniones quimicas en
el DNA que pueden llevar a la inestabilidad de las condiciones fisicoquimicas
(Hoeijmakers, J. 2001).

Es por ello que las células cuentan con diversos mecanismos de reparacion
para mantener la integridad de su genoma entre los cuales destacan: la
reparacion por escision de bases, por escision de nucleétidos, recombinacién
homologa y mal apareamiento (Hoeijmakers, J. 2001), y cada uno de ellos tiene

la capacidad de reparar cierto tipo de dafos, como se muestra en la figura 2.



Agentes causantes del dafio al DNA

v v v v

Rayos ¥ ) Luz LY Rayos X Errores de
Radicales de oxigena Hidrocarburos Agentes antineoplasicos li i
Agentes alquilantes aromaticos policiclicos { Cis-plating, ete) replicacion

Reacciones espontdneas

Uracilos (6-4) PP Rorpimientos de doble Inserciones
Sitios abasicos CPD cadena Deleciones
g-Oxoguaninas aductos Agentes entrecruzadores

Rompimientos de cadena

sencilla
Reparacion por escision Reparacidn por escisidn  Recombinacion homéloga Reparacién de mal
de bases (BER) de nucledtidos {NER) {HR) apareamientos o errores

Mecanismos de reparacion

Fig.2. Agentes comunes que causan dafo al DNA; ejemplos de las lesiones que
estos ocasionan; y los mecanismos de reparacion de DNA que responden a
dichos estimulos. Modificado de Hoeijmakes, J 2001.

3. Reparacion por escision de nucledtidos y luz UV.

La Reparacion por Escision de Nucleétidos (NER), es uno de los mecanismos
de reparacién del DNA mas versatiles con el que cuentan las células, éste tiene la
habilidad de reconocer y reparar lesiones que producen una distorsion
tridimensional en la estructura del DNA, por ejemplo es capaz de reparar uniones
covalentes entre la bases del DNA, llamados aductos, ocasionadas por sustancias
guimicas como las nitrosaminas, benzo[a]pireno, entre otros. Otra clase de
agentes son los denominados entrecruzadores, que pueden ocasionar uniones
covalentes con el DNA, en una sola cadena (intracadena) y entre ambas cadenas

9



(intercadena) como por ejemplo: cisplatino, mostazas nitrogenadas, etc. La NER
no sblo es capaz de reparar danos ocasionados por sustancias quimicas sino que
también repara los dafos ocasionados por la luz UV de corta longitud (UVB 290-
320nm, y UVC <290nm) que puede causar la formaciéon de uniones covalentes
entre dos pirimidinas adyacentes en la misma cadena de DNA. Hay dos tipos de
productos ocasionados por la luz UV, los anillos de ciclobutano (CPD) y los
fotoproductos ((6-4)PP), cuya diferencia se basa en la posicion en que se dan las
uniones (Tornaletti, S. y Pfeifer, G. 1996). En el caso de los CPDs resulta en la
formacién de 2 uniones, una entre los carbonos 4 de cada pirimidina y la otra,
entre los carbonos 5 lo que da como resultado la formacién de un anillo de 4
carbonos. En el caso de los (6-4) PP es una sola unién, entre el carbono 6 vy el
carbono 4 de las pirimidinas, lo cual implica la transferencia del grupo amino
presente en la posicién 6 en timidina a la posicion 5 de la otra pirimidina

(Nouspikel, T. 2009a) ver figura 3.

o} NH,
CHg
HN \N
O/l‘\ N/KO
(6-4) fotoproducto ((6-4) PP) Anillo de ciclobutano (CPD)

Fig. 3. Tipos de dafnos ocasionados por la luz UV en el DNA
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4. Etapas de la Reparacion por Escision de Nucledtidos (NER)

Un gran numero de enzimas participan en las diferentes etapas de la NER,
dichas etapas incluyen el reconocimiento del dafio en el DNA; la incision en la
cadena dafiada; la remocion del oligonucledtido que contiene el dano; la sintesis
del oligonucledtido utilizando la cadena complementaria y finalmente, la ligacion
del oligonucledtido recién sintetizado con la hebra ya existente ver figura 4
(Hanawalt, P. 2002; Nouspikel, T. 2009b).

Cabe mencionar que este mecanismo de reparacion consta de dos subvias
la Reparacién Global de Genoma (GGR) que se encarga de reparar los dafios
ocasionados en el DNA a lo largo del genoma completo, y la Reparacion Acoplada
a la Transcripcidon (TCR) que como su nombre lo indica se lleva a cabo cuando el
DNA se esta transcribiendo (Figura 4).

La diferencia entre ambas vias consiste en el complejo proteico encargado
del reconocimiento del dafio, que para el caso de GGR esta formado por HR23B y
XPC, mientras que para TCR se encuentra formado por la polimerasa II y CSB; ya
que los pasos subsecuentes se realizan de la misma manera tanto en GGR como

en TCR.

11
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Fig 4. Subvias de la Reparacion por Escisidon de Nucledétidos, Reparacion Global
del genoma, GGR, y Reparacion Acoplada a la Transcripcion, TCR. Modificado de
Nouspikel 2009a.
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Hay dos prerrequisitos para que la NER se active: la distorsién en la
estructura de la doble hélice, y la modificacién quimica en el DNA. El complejo
XPC, que reconoce la distorsion en el DNA, consiste en tres subunidades: XPC,
HR23B y centrina 2 (Araki, M. et al 2001). XPC tiene una gran afinidad a las
lesiones del DNA, una vez ahi ésta se poliubiquitiniza, éste es un proceso
reversible, por lo que no resulta en la degradacién de esta proteina, solo le
confiere una mayor afinidad por el DNA (Sugasawa, K. 2006). HR23B interactua
con XPC para incrementar la actividad de la NER, aunque no se conoce a ciencia
cierta la funcion de HR23B, se cree que esta involucrada en el control de la
ubiquitinizacion de XPC (Nouspikel, T. 2009a).

Existe un problema en el reconocimiento del dafio al DNA, cuando éste es
ocasionado por la luz UV, los (6-4) PP son un buen sustrato para la NER, pero en
el caso de los CPD que causan una leve distorsién es un sustrato pobre para dicha
reparacion, por lo que es de suma importancia la participacion del complejo DDB
gue este a su vez estda compuesto por DDB1 y DDB2/XPE, figura 4 (Payne, A. y
Chu, G. 1994).

Posteriormente se abre la cadena alrededor del dafio, proceso que realiza el
complejo TFIIH, flanqueado por dos enzimas la XPD y la XPB. La primera tiene
funcidon de helicasa, ya que esta se encarga de abrir la cadena alrededor de la
lesién, mientras que XPB actua como ATPasa, (Nouspikel T, 2009a).

Otra proteina que tiene gran afinidad por el DNA dafado es XPA, que esta a
su vez asociada a las tres subunidades de RPA. La funcion de XPA aun no es

clara, en un principio se creia que esta estabilizaba la apertura de la cadena, pero
13



ahora se cree que su funcion esta involucrada en el desplazamiento del complejo
XPC. Mientras que la funcion de RPA es la de confirmar la presencia del dafio
(Nouspikel T, 2009a).

El siguiente paso es la escision de la cadena. El corte del extremo 3 estd a
cargo de la endonucleasa XPG, mientras que en el extremo 5 es el complejo XPF-
ERCC1. En este caso XPF tiene la actividad de endonucleasa, mientras que el
papel de ERCC1 aun no es claro, se cree que solo permite la estabilizacion de
XPF. El fragmento escindido es de aproximadamente 25-30 nucledtidos,
dependiendo de la lesion. La DNA polimerasa & y ¢ son las encargadas de
sintetizar el oligonucledtido en base a la cadena complementaria, para que

finalmente ligasa III junto con XRCC1 lo unan a la cadena ya existente (Fig 4).

5. Reparacion del DNA en células terminalmente diferenciadas.

Las células que no se dividen o que no cambian su fenotipo son
denominadas como células terminalmente diferenciadas, las cuales son comunes
en organismos superiores (Nouspikel y Hanawalt 2002). Diversos grupos han
estudiado la reparacién del DNA en células diferenciadas, sin embargo, sus
hallazgos son divergentes, probablemente por las caracteristicas propias de cada
modelo, al igual que su capacidad de respuesta para establecer la reparacidn
acoplada a la transcripcion. Dado que la NER es el mecanismo mas versatil de
reparacion del DNA y esta acoplado a la transcripcién es en el cual, se han
observado mas cambios a través del proceso de diferenciacion.

Al respecto Nouspikel, T. (2007) ha revisado diversos trabajos en los cuales

se compara la eficiencia de la reparacion por escision de nucleétidos en células
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terminalmente diferenciadas tras la exposicién a luz UV, datos que se resumen en

la tabla 2.

Tabla 2. Tasa de actividad de
terminalmente diferenciadas expuestas a luz UV.

la reparacion del

DNA en células

) . Dano Mecanismo de Reparaciéon en células
Sistema biologico . )
detectado reparacion diferenciadas
Células Baja con respecto a
embrionarias ubS NER a P
, fibroblastos
raton/pollo
Neuronas de rata ubDS NER Baja
Negroblastoma de Supervivencia NER Decremento
raton
Terato,carcmoma CPDs NER Decremento
de raton
Embrlqcarcmoma CPDs NER No repara
de raton
Neuroteratoma CPDs NER No repara
humano NT2 (6-4)PPs Reparacion atenuada
Musculo  estriado ubs NER Decremento
de pollo
) Inicialmente con un
M'O,bIaSto L8 de CPDs NER decremento, baja
raton -,
recuperacion
Adipositos 3T3- uDS NER Decremento
derivados de raton
Linfocitos ubsS NER Incremento
humanos
Granulositos Supervivencia
HL60-derivados P NER Incremento
y UDS
humanos
Macrofagos HL60-
derivados CPDs NER Decremento
humanos
Queratinocitos UDS NER Decrementc_) en capas
humanos superiores
Queratinocitos de CPDs y (6- .
raton 4)PPs NER Baja

Modificado de Nouspikel T., 2007. UDS: Sintesis de DNA no programada, CPDs: anillos de ciclobutano, (6-
4)PPS: fotoproductos, NER: reparacion por escision de nucleétidos.

De los datos resumidos en la tabla 2 se puede concluir que la NER esta

atenuada en las células terminalmente diferenciadas de varios tipos celulares,
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incluyendo adipocitos, queratinocitos, neuronas, y macrofagos. Esta atenuacion
ocurre a nivel de la reparacion global del genoma ya que la reparacién de genes
transcritos es eficiente, inicialmente este fendmeno fue descrito como reparacion
acoplada a la diferenciacion, y actualmente se conoce como reparacién acoplada
a los dominios de transcripcion (DAR) (Nouspikel, T. 2009a).

Dentro de las células totalmente diferenciadas de nuestro interés particular
se encuentran las neuronas, las cuales tienen ciertas particularidades que las
hacen interesantes para su estudio; tal es el dato que desde que nacemos
tenemos una cantidad determinada para el resto de nuestra vida, lo cual indica
que si llegamos a perder a una de ellas ésta no es remplazada por otra.

Estudios realizados en cultivos primarios de neuronas de pollo han
mostrado niveles bajos de sintesis no programada de DNA (UDS), tras la
exposicion a luz UV o a metil-metanosulfonato (MMS), con respecto a
fibroblastos. Estos resultados son similares a los obtenidos en cultivos primarios
de neuronas de ratén. Otro experimento realizado en un cultivo primario de retina
de embridon de pollo que fue diferenciado a neurona, demostré que con la
diferenciacion se perdid la capacidad de reparacién por escisiéon de nucledtidos.
De forma interesante, se ha observado que cuando se utilizan inhibidores de la
mitosis en células que no estan totalmente diferenciadas éstas no pierden esta
capacidad de reparacion; lo cual indica que durante la diferenciacion se llevan a
cabo cambios en el DNA que son irreversibles con respecto a los mecanismos de

reparacion (Nouspikel, T y Hanawalt, P. 2002).
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En estudios realizados con neuroblastomas humanos se observd que éstos
pierden la capacidad de reparar aductos formados por Benzo[a]Pireno Diol-
Epoxido (BPDE) al ser diferenciados. Estos neuroblastomas muestran una
expresion constitutiva de proteinas involucradas en la reparacién de bases mal
apareadas, lo cual indica que probablemente este mecanismo de reparacién no se
altera durante la diferenciacion, como se han demostrado con la reparacién por

escision de bases y de nucledtidos.

6. Reparacion por escision de nucledtidos en neuronas

Las neuronas representan un tipo celular Unico dado que se encuentran en
estado postmitético la mayor parte de su vida y tienen una tasa de replicacion
sumamente baja, lo cual las sefala como células diferenciadas terminalmente
objeto para estudiar la NER. Nouspikel y Hanawalt (2002) hacen una revisién de
trabajos en los cuales se emplearon diferentes modelos neuronales de animales y
humanos para evidenciar la atenuacién de la reparacion global del genoma, y
concluyen que diversos mecanismos de reparacién incluyendo la NER, reparacion
de rompimientos de cadena, posiblemente la reparacién por escision de bases
pero no la reparacion de mal apareamientos parecen estar atenuadas en las
neuronas.

Sin embargo, este aspecto de las neuronas no puede deslindarse del hecho
gue en diversas enfermedades neurodegenerativas como Parkinson, Alzheimer, y
enfermedad de Pick se ha descrito la re-entrada al ciclo celular de las neuronas.
Este suceso que parece reflejar buenas noticias en cuanto a las terapias de

neuroregeneracién no lo es, puesto que las neuronas desafortunadamente no
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llegan a completar la mitosis y mueren por apoptosis (Yang Y, et al. 2001). A este
respecto se ha hipotetizado que la razén por la cual se presenta esta catastrofe
mitdtica radica en la gran acumulacion de lesiones en el genoma que no se
transcribe de la neurona; por lo que la atenuacién de la reparacidon global del
genoma puede contribuir a la perdida neuronal que se presenta en varias
neurodegeneraciones (Nouspikel, T. 2009b).

La NER es capaz de reparar un numero elevado de lesiones en el DNA, para
lo cual requiere la participacién de varias proteinas cuyo déficit desencadena
manifestaciones clinicas que pueden variar considerablemente. Hay varias
enfermedades genéticas que han sido ligadas a mutaciones en genes involucrados
en la reparacion global del genoma y la reparaciéon acoplada a la transcripcion,
subvias de la NER. En comun, algunos pacientes cursan con alteraciones
neuronales como retraso mental y/o enfermedades neurodegenerativas, las

caracteristicas de dichas enfermedades se resumen en la tabla 3.
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Tabla 3. Enfermedades relacionadas con mutaciones en genes de la
reparacion por escision de nucledtidos.

Enfermedad Sintomatologia Genes Subvia
alterada
XPC, XPE GGR
Enfermedad hereditaria
caracterizada por fotosensibilidad,
anormalidades en piel y cornea,
cancer de piel y son propensos a - lesi
padecer cancer, como cancer de ransiesion €n
;(_erOdeEma pulmdn o del tracto XPV la sintesis de
'gmentoso gastrointestinal. DNA (Pol ¢)
Cerca del 20% de los pacientes
cursan con sintomas neuroldgicos
tipicos d e | a s
neurodegeneraciones.
XPA-XPG NER
Fotosensibilidad, anormalidades | CSA, CSB TCR
Sindrome o;ulares (f:f':\tarat_as, progresiva
pigmentaciéon retinopatia, etc.),
Cockayne .
caries dentales, sordera, etc.
Presentan neurodegeneracion. XPB, XPD, NER
XPG
Es caracterizada por una leve
Sindrome UV- fotosensibilidad al  exponer
. areas de la piel al sol, pero CSB TCR
sensibles : : . ),
tiene baja predisposicion al
cancer de piel.
Se caracteriza por fragilidad en
Tricotiodistrofia el cabello, fotosensibilidad, | TTDA, XPB, Transcriocién
baja estatura, baja fertilidad, XPD P

deterioro intelectual.

Modificado de Nouspikel, T, 2009b; TCR: Reparacién Acoplada a la Transcripciéon, GGR: Reparacién Global del
Genoma, NER: Reparacion por Escision de Nucleétidos.
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11. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los mecanismos de reparacion del DNA mas estudiados por su importancia
son la reparacion por escision de bases y de nucleétidos. Este ultimo mecanismo
de reparacion ha sido ampliamente estudiado y se han descrito dos subvia que lo
llevan a cabo, la reparacion global del genoma y la reparacion acoplada a la
transcripcién. Este mecanismo de reparacion del DNA (NER) es activado por
lesiones en el DNA ocasionadas por la luz UvVc (CPD y (6-4) PP). Con base en
estos antecedentes y los resultados poco concluyentes de la reparacion acoplada
a dominios en transcripcion; el presente trabajo explora la eficiencia de la
reparacion por escision de nucleétidos en un modelo de diferenciacion neuronal a
través de cinéticas reparativas evaluadas mediante la electroforesis unicelular
alcalina. Cabe mencionar que consideramos los antecedentes del “reparadox”
(Hanawalt P, 2001), en el cual se describe la atenuacion de la reparacion global
del genoma en la linea de fibroblastos murinos, 3T3, como modelo para comparar

la respuesta reparativa del neuroblastoma humano MSN tras el reto con luz UVc.
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111. HIPOTESIS

Las células de neuroblastoma humano MSN en estado indiferenciado repararan

con mayor eficiencia los dafos generados por la luz U.V. que las células

diferenciadas.

1V. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la cinética reparativa en el neuroblastoma humano MSN antes y después

de su diferenciacion tras la exposicion a luz U.V.

V. OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar el tiempo de exposicion en el cual tanto las células MSN en su
estado indiferenciado como en los fibroblastos 3T3 tras 24 hrs
postratamiento mueren en un 50%, a través de curvas de citotoxicidad.
Comparar dichos tiempos a la exposicion de luz UVc, en las células en su
estado diferenciado.

Establecer la sensibilidad a la radiacion del modelo MSN en comparacion a
los fibroblastos murinos 3T3.

Evaluar la cinética de reparacion del DNA en células indiferenciadas,

diferenciadas y fibroblastos 3T3 ante el reto con luz UVc

21



1V. DISENO EXPERIMENTAL

Cultivo celular
Siembra de 1X10°
célillas MSN

l

Exposicion a luz UVc

Cosecha

|

UVc

|

1h
postratamiento

|

24 h
postratamiento

v

Citotoxicidad por
exclusién con azul
tripano

v

Genotoxicidad

Ensayo cometa
alealinn

l

Andlisis

|

v

Categorias “Olive Tail
de dafio Moment”
Cineética

reparativa
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VIl. MATERIAL Y METODO

1. Cultivos celulares

Se cultivaron dos lineas celulares; el neuroblastoma humano MSN vy
fibroblastos murinos transformados 3T3, se emplearon los medios RPMI 1640 vy
medio D-MEM respectivamente, suplementados con 10 % suero fetal bovino, 1%
de antibidticos (penicilina y estreptomicina) y 1% de aminoacidos no esenciales,
en el caso del medio RPMI se adicion6 1% de QSN (Glutamina, Serina y
Asparangina). Se incubaron a 37° C y 5% de CO,. Las caracteristicas del
neuroblastoma MSN y de los fibroblastos murinos 3T3 se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas de las lineas celulares empleadas.

MSN®

Fibroblastos murinos 3T3®

Origen

Tumorigénica. Paciente
masculino de 5 afios de edad,
sin previo tratamiento.

Células embrionarias de ratén

Crecimiento

Crece en medio RPMI,
suplementado con 10% de SFB,
1% aminoacidos no esenciales,
1% de antibidtico y 1% de QSN.
37° Cy 5% de CO;

Crece en medio DMEM,
suplementado con 10% SFB, 1%
de antibidticos y 1% de
aminoacidos no esenciales

37° Cy 5% de CO,

Diferenciacion

Para su diferenciacion a neurona
requiere de los factores troficos,
que son: acido retindico (10 puM)
y factor de crecimiento neuronal
(60 ng/mL) durante un periodo
de 6 dias.

Otras

caracteristicas

Se detectaron la presencia de
enzimas que sintetizan
norepinefrina. Presenta
trisomias en los cromosomas
12, 15 y 22 ademas de la
Y. Numero de

pérdida del
cromosomas entre 57-58.
(a) Reynolds CP, et al. 1986. (b) www.atcc.org

2. Protocolo de diferenciacién a neurona para células MSN
Para llevar a cabo la diferenciacion celular estas son incubadas con medio
RPMI suplementado con 10% de SFB, 1% de aminoacidos no esenciales, 1% de

antibiotico y 1% de QSN; ademas de lo factores troficos (&cido retindico (AR) y
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factor de crecimiento neuronal (NGF)), durante un periodo de 6 dias, haciendo

cambio de medio cada 48 hrs (Figura 5).

NRLL 7 4
A o ¥ 3 i o
L " ! =
b T rred s i
3 o >
- Ji 17
e \ "" v
Dias
1 2 3 4 5 6
4 3 A )
Medio fresco Medio fresco Medio fresco Termino de la
RPMI + NGF RPMI + NGF RPMI + NGF diferenciacion vy
+ AR + AR + AR cosecha

Figura 5. Esquema de tratamiento para diferenciaciéon neuronal del modelo MSN

3. Tratamientos con luz UVc

Para los tratamientos con luz U.V, se exponen las cajas de cultivo a
diferentes dosis de radiacion; empleando la lampara Philips T.U.V. 15W/GST8 254
nm, estableciéndose para ello varios tiempos de exposicion, este paso se realiz6
en solucién amortiguadora de fosfatos (PBS). Una vez irradiadas, se cosecharon
de forma inmediata con el mismo PBS en tubos ependorf etiquetados con el
tiempo de exposicion. Para el seguimiento de los postratamiento de 1y 24 h se
retiré6 el PBS, se adicion6 medio nuevo y se incubaron a 37° C y 5% de CO; el

tiempo establecido. Transcurrido el tiempo se cosechaban de la misma manera.
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5. Citotoxicidad

Se determind la citotoxicidad de las células en los diferentes tiempos de
muestreo (UVc, 1h y 24h), mediante la tincion de exclusion con el colorante azul
tripano, la cual permite diferenciar entre las células vivas (no tefidas) de las
muertas (tefiidas de azul). Esta técnica se basa en el hecho de que las células
vivas tienen integra la membrana celular, mientras que en las células muertas
que tienen la membrana dafada el colorante penetra lo cual ocasiona la tincion.

Para ello se mezclaron alicuotas de 10uL de la suspension de las células con
10uL del colorante y se colocaron en la camara de Newbawer, la cual se evalud a
través del microscopio de luz en un aumento de 10X para poder realizar el conteo
de las células. Esto se realiz6 por duplicado y se expresaron los resultados en

porcentaje.

6. Ensayo cometa para evaluar la cinética reparativa

La técnica consiste en preparar laminillas embebiendo células en agarosa
para darles soporte, posteriormente, se sumergen en una solucion de lisis la cual
es una solucion con alto contenido de detergentes y sales para lisar las
membranas celulares, después, las laminillas son sumergidas en un amortiguador
alcalino durante 10 minutos para posteriormente exponerlas a un campo eléctrico
por 10 minutos a 25 V y 300 mA (0.8V/cm). Después se neutralizan con una
solucién a base de Tris, pH 7.5 para después ser deshidratadas con alcohol al
96% vy tenidas con 20 uL de bromuro de etidio para poder analizarlas al

microscopio de epifluorescencia a un aumento de 20X (Figura 6). Para detalles
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metodoldgicos ver ANEXO 1. Se realizaron tres experimentos independientes por
duplicado cada uno de ellos y de cada laminilla se evaluaron 50 nucleos. El
andlisis se realiz6, dado que el microscopio esta acoplado a un digitalizador de
imagenes, mediante el programa KOMET v.31 de Kinetic Imagin. De los
parametros que despliega el programa, nosotros utilizamos el denominado “Olive
Tail Moment” (OTM) que es él que se muestra en las graficas. Otra forma de
evaluar la genotoxicidad, fue asignando categorias de dafios a las células, la
primera de ellas consider6 a las células que no presentaban fragmentacion y solo
se observaba el ADN compacto, a estas se les denomind sin dafo; la segunda
categoria fue aquélla en donde la imagenes presentaban tanto cabeza como cola
del cometa, llamadas con dafio, y por dltimo a aquéllas que presentaban sélo
fragmentacion sin que hubiera una cabeza de cometa bien definida (totalmente

dafadas).
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Fig 6. Esquema de la metodologia del Ensayo cometa o electroforesis unicelular.
(Modificado de Rojas et al., 1999).

La cinética reparativa se evalué mediante esta metodologia asumiendo que
la exposicion a luz UV genera lesiones tridimensionales en el ADN que reclutan a
la maquinaria de reparaciéon por escision de nucledtidos en pocos minutos
(Alapetite C, et al, 1997; Kleijer W, at al, 2007; Andrzej et al, 2008; Trzeciak AR,
et al. 2008) y este mecanismo es el que genera los rompimientos de cadena
sencilla en el ADN que son detectados por la electroforesis unicelular. De tal
manera que esperamos que a partir de una frecuencia de rompimientos basal,

que se incrementa tras la exposicion al reto con luz UVc sea posible apreciar una
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disminuciéon en el niumero de rompimientos a través del tiempo si es que los
mecanismos de reparacion no son eficientes o bien, que se mantengan de la

misma magnitud o mayor si es que los mecanismos de reparacion son eficientes

(figura 7).

Repara
Medio de
cultivo fresco
Tiempo de No repara
Basal Reto genotoxico recuperacion

UVece

Figura 7. Esquema representativo del ensayo del reto mediante
electroforesis unicelular para determinar capacidad reparativa.

7. Analisis estadistico

Para el analisis de los resultados por categorias de dafios y viabilidad se
empled la prueba ANOVA con la correccion de Bonferroni, realizado por el
programa Graph PAD In Stat, version 1.14 (1990).
El analisis de las cinéticas reparativas se realizO mediante una prueba estadistica
paramétrica, t de Student, empleando el programa Graph PAD In Stat, version
1.14 (1990). El intervalo de confianza establecido fue del 95% con distribucion de

dos colas.
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VIII. RESULTADOS

1. Citotoxicidad

Los resultados obtenidos para determinar el tiempo de exposicion a
radiacion UVc en el modelo indiferenciado a través de curvas de citotoxicidad, se
muestran en el grafico 1. La citotoxicidad de la radiacion UVc en las neuronas
diferenciadas se determiné empleando tiempos de exposicion semejantes a los
puntos de mayor respuesta en el neuroblastoma indiferenciado y los fibroblastos
3T3 cuyos resultados se muestran en el gréafico 1. En él es posible apreciar que la
citotoxicidad inmediatamente después de la exposicion fue baja al igual que a la
hora de recuperacion; sin embargo tras 24 horas postratamiento se observan
valores estadisticamente significativos.

Dado que se conoce que los fibroblastos murinos 3T3 tienen atenuada la
subvia de reparacion global del genoma (GGR) y que esto los hace mas sensibles
a los dafios ocasionados por la luz UV, se empled esta linea celular como un
modelo sensible para detectar alteraciones en la reparacion del DNA. Esta
sensibilidad alta se determin6 al exponer estos fibroblastos a los mismos tiempo
de exposicion a UVc que las células MSN indiferenciada mostrando una
citotoxicidad muy elevada (datos no mostrados). Es por ello qué decidimos
utilizar tiempos de exposicion a UVc més cortos, cuyos resultados se muestran en
el grafico 1. En donde se muestra gque tienen el mismo comportamiento que las
células MSN tanto indiferenciadas como diferenciadas, es decir, inmediatamente
después de la exposicion y tras 1 h de recuperacion no hay cambios en la

citotoxicidad, pero si los hay a las 24 h de recuperacion.
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Los resultados de citotoxicidad determinados por una tincion de exclusion
mostraron efectos significativos sélo 24h después de la exposicidon, lo cual sugiere

que las células mueren al no reparar los dafos ocasionados en el DNA.
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Grafica 1. Citotoxicidad determinada mediante la tincion de exclusién con azul tripano en células MSN
indiferenciadas, MSN diferenciadas y fibroblastos 3T3, expuestas a luz UVC por diferentes periodos de
tiempos. ANOVA con correccion de Bonferroni *p<0.05 vs control, **p<0.001 vs control y ***p<0.0001 vs control.
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2. Genotoxicidad y Cinética Reparativa

El primer analisis de los resultados de genotoxicidad determinados
mediante la electroforesis unicelular se realizO por categorias de daio,
estableciendo tres categorias, a) nudcleos sin dafo (aquellas imagenes en
circunferencia sin fragmentacion de ADN), b) nucleos dafados (aquellas imagenes
semejantes a un cometa, en las cuales hubo fragmentacion de ADN) y ¢) nucleos
totalmente dafados (aquellas imagenes semejantes a nubes conformadas por
ADN fragmentado en su totalidad). Estos resultados se muestran en los gréaficos
2,3 y 4 para las células indiferenciadas, diferenciadas y los fibroblastos murinos
3T3 respectivamente.

Los resultados del neuroblastoma MSN en estado indiferenciado (grafico 2)
muestran que en los controles la distribucibn por categorias se concentré en
ndcleos sin dafo y ndcleos dafiados en su mayoria. Sin embargo, esto cambia
tras la exposicion a luz UVC (panel A) ya que la poblacién de células se concentra
practicamente en su totalidad en la categoria de nudcleos con dafio,
desapareciendo la categoria de nucleos sin dafio. Al darles el tiempo de
recuperacion de una hora se observé que sigue predominando la categoria de
nudcleos con dafio (panel B). En el tiempo de recuperacion de 24 horas hay un
cambio estadisticamente significativo en la categoria de nucleos totalmente
danados, lo cual nos indica que la distribucidon por categorias se concentro en
nucleos con dafio y totalmente dafiados (panel C).

En el caso de las células diferenciadas (grafico 3) los controles se

distribuyen en las categorias de células sin dafio y células con dafo. Cuando estas
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células son irradiadas se nota una tendencia a la desaparicion de la categoria de
células sin dafio, aunque estadisticamente no se presenta un cambio significativo.
En el caso de la categoria de nudcleos totalmente dafiados solo se muestra un
diferencia significativa a los 300 s de exposicidon, este mismo comportamiento se
observa en 1 h postratamiento (panel B). Sin embargo a las 24 horas no se
observo cambio en ninguna de las categorias (panel C).

Para los fibroblastos murinos 3T3 (grafico 4) el comportamiento de los
controles es similar al de las células MSN indiferenciadas y diferenciadas. Cuando
estas células son irradiadas la categoria de sin dafio desaparece y se nota una
tendencia al aumento en la categoria de totalmente dafadas (panel A). Después
de darle una hora de recuperaciéon se observdé que estadisticamente no hay
cambios significativos en ninguna de las categorias (panel B); aungque se nota una
tendencia de aumento en la categoria de totalmente dafadas. A las 24 horas
postratamiento vuelve a haber un cambio significativo en la categoria de sin
dafio, y sb6lo se presenta un cambio significativo en la categoria de totalmente
dafnadas en la exposicion a 240 segundos aunque muestra tendencia a
incrementarse conforme aumenta el tiempo de exposicion (panel C).

Una vez determinado que la mayoria de la poblacion celular analizada se
encontraba en la categoria de nucleos con dafio, nos dimos a la tarea de evaluar
a esta poblacion nuclear de forma cuantitativa con el programa KOMET v.31 de
Kinetic Imagin, utilizando el parametro de Olive Tail Moment (OTM) el cual

integra los niveles de fragmentacion del ADN y la distancia a la que migran dichos
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fragmentos en el campo eléctrico en un plano tridimensional; estos resultados se
muestran en el grafico 5.

Para el caso de las células MSN indiferenciadas se observa un cambio
significativo con respecto a los controles después de la exposiciéon a UVc y esta
tendencia se mantiene tras los tiempos de recuperacion de 1 y 24 horas habiendo
un incremento en el valor de dicho parametro conforme se incrementa el tiempo
de exposicion.

En el caso de las células MSN diferenciadas se observan valores elevados en
la genotoxicidad inducido por la luz UVc. En el caso de exposiciones por 180
segundos hay cambios estadisticamente significativos con respecto al control,
aunque se aprecia que a la hora y a las 24 horas postratamiento el dafio en el
ADN permanece. A los 300 segundos también hay diferencias estadisticamente
significativas; sin embargo en este caso se observa que la genotoxicidad
disminuye conforme pasa el tiempo de recuperaciéon aunque no hay diferencias a
través de los periodos de recuperacion establecidos.

Los fibroblastos 3T3 muestran un incremento estadisticamente significativo
inmediatamente después de la exposicion, al igual que tras la hora y a las 24
horas de postratamiento. Es decir, los incrementos en el OTM inducidos por la
UVc permanecen aun después de las 24 h postratamiento.

En el grafico 6 se muestra el porcentaje de reparacién con respecto a los
controles para las células MSN indiferenciadas, diferenciadas y los fibroblastos
3T3. En esta se puede observar que las células MSN indiferenciadas no reparan
los dafos ocasionados por la luz UVc, sb6lo en el caso de los 240 segundos de
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exposicion se aprecia que a la hora de recuperacion éstas reparan los dafos solo
en un 50% y a las 24 horas no lo remueven en su totalidad.

Las células MSN diferenciadas expuestas a 180 segundos de UVc no
reparan, mientras que tras la exposicion a 300 segundos, éstas reparan el dafo
generado por la luz UVc de manera parcial. Los fibroblastos murinos repararon de
manera parcial los dafios ocasionados por la luz UVc si bien, no regresan al
estado basal estads si muestran una tendencia a remover los dafios mas

eficientemente que el neuroblastoma.
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Grafico 2. Genotoxicidad por categorias de dafio en células MSN indiferenciadas expuestas a luz UVc. A)

Exposicion a luz UVc. B) 1 hora postratamiento. C) 24 h postratamiento.
ANOVA con correccion de Bonferroni; *p<0.05 vs control, **p<0.01 vs control
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ANOVA con correccion de Bonferroni *p<0.05 vs control.
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IX. DISCUSION
IX. DISCUSION

Los efectos biolégicos de la exposicion a luz UVc, se caracterizan por la
generacion de distorsiones tridimensionales del DNA, tales como los (6-4)
fotoproductos y los anillos de ciclobutano. Estas lesiones no causaron efectos
citotoxicos al término de la exposicion a luz UVc e incluso 1 hora postratamiento;
sin embargo, 24 horas postratamiento ya se manifestaron. Este resultado se
esperaba de cierta manera puesto que el método empleado para determinar la
citotoxicidad se basa en cuantificar lesiones a nivel de la estructura celular
(integridad de la membrana), lo cual es un proceso que poco tiene que ver con la
generacion inmediata de las lesiones en el DNA. Sin embargo a 24 horas
postratamiento, cuando ya fueron retados los mecanismos de reparacion del
DNA, ya pueden manifestarse como efectos citotoxicos si es que no fue posible
remover las lesiones del DNA y por ende entablar un proceso de muerte que si es
detectado por el método.

La reparacion del DNA a través de la NER repara los (6-4) fotoproductos y
los anillos de ciclobutano que son producto de la radiacion UV. Si bien se asume
que todos los tipos celulares cuentan con varios mecanismos de reparacion del
DNA, la reparacién de las neuronas es un area de gran incertidumbre hoy en dia.
Es por ello y con base en la propuesta de que las neuronas al diferenciarse
pierden la reparacion global del genoma (subvia de NER) y solo mantienen la
reparacion acoplada a la transcripcion (subvia de NER), que en el presente
proyecto se evalud la eficiencia de la reparacion en el modelo de diferenciacion
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neuronal MSN. Para ello, evaluamos Ila cinética reparativa, mediante la
electroforesis unicelular alcalina, ante el reto con luz UVc en el modelo
indiferenciado y diferenciado y la comparamos con células 3T3 las cuales tienen
atenuada la subvia de GGR (gréaficos 5 y6). Nuestros resultados mostraron que el
neuroblastoma humano MSN no refleja diferencias en la eficiencia de los
mecanismos de reparacion del DNA en funcion de su estado de diferenciacion;
puesto que las neuronas indiferenciadas en las cuales esperdbamos una mayor
eficiencia en la reparacion unicamente repararon el 50% de las lesiones en la
dosis de exposicibn mas baja. Mientras que la capacidad de remocidon de los
rompimientos en el DNA ocasionados por la luz UVc, fueron parcialmente
removidos en las neuronas diferenciadas (mayor dosis) y las células 3T3, que
sabemos tienen atenuada la reparacion global del genoma. Es decir, la capacidad
parcial de reparacion de las células murinas se esperaba y refleja que la poca
eficiencia de la respuesta depende de la sub via de reparacion acoplada a la
transcripcion (TCR). Esta perspectiva estd de acuerdo a varios grupos (Vreeswijk
MP, et al., 2009; Hanawalt P, 2001; Nouspikel T, 2008) quienes reportan que en
células murinas los anillos de ciclobutano son removidos selectivamente por TCR
de la hebra transcrita de genes activos. Asi mismo, proponen que en células
humanas, los anillos de ciclobutano son removidos por TCR y reparacion global
del genoma (GGR), siendo removidos mas rapido de la hebra transcrita de genes
activos. Mientras que los 6-4PP son reparados por GGR aun mas rapido que los
anillos de ciclobutano de ambas hebras, la transcrita y la no trascrita. De ahi que
las puntualidades en funcionamiento so6lo podran dilucidarse si se cuantifican las
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lesiones por separado y la eficiencia diferencial entre la hebra transcrita y no
transcrita.

Si bien este modelo de diferenciacion no reflejo las diferencias entre la
capacidad de reparacion, en parte puede deberse a que las lesiones causadas por
la luz UV también pueden repararse mediante el mecanismo de escisién de bases,
el cual no ha mostrado tener una funcionalidad diferencial dependiente del grado
de diferenciacion de la célula. Por otro lado, también hay que considerar que la
capacidad reparativa esta evaluada de forma indirecta y si ademas consideramos
que a las 24 horas post tratamiento hay un porcentaje alto de células muertas, es
dificil evidenciar el fendmeno. Para ello es necesario aislar las células vivas y
evaluar en ellas la capacidad de reparacion del ADN, al igual que determinar el
ndmero de células que estan en apoptosis. Si bien se ha propuesto que el dafno
inducido por la luz UV finalmente desencadena apoptosis en un periodo de hasta
8 horas postratamiento, también podria explorarse la capacidad reparativa a
través del tiempo, ya que muy probablemente al tener una mezcla de células
vivas y muertas y evaluando la capacidad reparativa temprana (1hora) y tardia
(24 horas) al postratamiento estamos enmascarando el fendbmeno de interés
(reparaciéon). Asi mismo, es relevante mencionar que estrictamente no se esta
evaluando la funcionalidad de la reparacién por escision de nucleétidos, y se
asume que es la unica participante dado el estimulo de la luz UV.

Finalmente hay que considerar el hecho de que desconocemos si las células
MSN tanto indiferenciadas como diferenciadas tienen un niumero de genes activos
que sea lo suficientemente diferente como para reflejar diferencias en la
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capacidad de reparacion que se puedan acufar a la reparacion acoplada a la

transcripcion.
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X. CONCLUSIONES

e Las células de neuroblastoma humano MSN diferenciadas tienen mas
efectos citotoxicos que las indiferenciadas mientras que los fibroblastos

murinos 3T3, fueron los mas radiosensibles.

e Las células de neuroblastoma humano MSN indiferenciadas no reparan el

dafno inducido por la luz UVc.

e Las células de neuroblastoma humano MSN diferenciadas reparan
parcialmente el dafio inducido por la luz UVc en la dosis de mayor

exposicion.

e Los fibroblastos murinos 3T3 tienen capacidad de reparacion del DNA

limitada, aunque de mayor eficiencia que el neuroblastoma MSN.

e El estado de diferenciaciéon en las células MSN le confiere capacidades
reparativas diferentes para remover dafios que ocasionan distorsion de la

cadena de DNA como el dafio inducido por luz UVc.

e EIl modelo de diferenciacion neuronal, MSN no refleja la propuesta planteada
por lo que se rechaza la hipoétesis planteada: “Las células de neuroblastoma
humano en estado indiferenciadas repararan con mayor eficiencia los dafos

generados por la luz U.V. que las células diferenciadas”.
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ANEXO 1.

SOLUCIONES REQUERIDAS
Agarosa Regular 0.5%
Agarosa regular 125 mg/25ml dH;0

Agarosa de bajo punto de fusién 0.5%

Agarosa de bajo punto de fusion 125 mg/25ml dH,0

Soluciéon Stock de Lisis pH 10

NacCl 146.1 g
EDTAzNa 37.29
Tris 1.29g

Se disuelven en 890 ml de H,0, se ajusta el pH a 10 y se afora a1000mL

Soluciéon NaOH 10N
NaOH 400 g

Disolver los 400g de NaOH en 1000 mL de agua destilada.

Solucién EDTA 200 mM pH 7.5
EDTA disodico 74.49
Disolver los 74.4 de EDTA disddico en 1000 mL de agua desionizada.

Solucién amortiguadora Tris pH 7.5
Tris base 48.59

Llevar a 100 ml después de ajustar el pH a 7.5 con HCI concentrado

Solucidon de tincion Bromuro de etidio
Stock 10X 10 mg en 50 ml

Para usarla tomar 1 ml del stock1l0X y agregar 9ml dH,O
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PREPARACION DE LAMINILLAS 1

CAPA #1

Antes de comenzar cualquier experimento se debe preparar al menos, el niumero
exacto de laminillas que se pretende utilizar. Para ello se requiere de agarosa
regular 0.5% (0.5g/7100ml H0), laminillas nuevas o pre-lavadas con solucion

jabonosa, micropipeta 200 ul y sus respectivas puntas.

Modo de preparacion:
- Licuar el agarosa en el microondas por algunos
segundos, hasta que esté completamente transparente.
- Colocar sobre la laminilla 150 ul de esta agarosa y
extenderla con la ayuda del dedo (limpio).
- Colocar la laminilla en una charola resistente al calor e

incubarla en una estufa a mas de 60°C.

Una vez deshidratadas las laminillas, se marca con un lapiz en el extremo inferior derecho del esmeril, la
cara que tiene la capa de agarosa para guardarlas en una caja, protegidas del polvo.
*Nota: Las laminillas pueden ser utilizadas inmediatamente después o guardarse protegidas del polvo y

humedad.

PREPARACION DE SOLUCION DE LISIS

Esta soluciébn debe prepararse antes de comenzar a procesar las muestras
biolégicas, para que al término de la preparacion de las laminillas, ésta se

encuentre fria.
Para ello se mezcla: 40 ml de solucion stock de lisis pH 10

4 ml de DMSO
400 pl de Triton X-100
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Se mezclan los reactivos y se apreciara una reaccion exergonica la cual se vertera
en un vaso Kopling opaco, o se mantendra protegido de la luz en refrigeracion
hasta el término de la preparacion de laminillas. Hay que considerar que a cada
vaso le caben 10 — 12 laminillas, para preparar las necesarias dependiendo de el

# de laminillas que se vaya a preparar.

PREPARACION DE LAMINILLAS 11

CAPA #2

Esta capa se prepara ya gue se tiene la muestra bioldégica a emplear**.

Una vez que se tiene la muestra (ya sea el boton de células o la suspension
celular) se le agrega por cada laminilla 75 ul de agarosa LMP 0.5%, se
resuspende con una micropiteta, evitando hacer burbujas y se extiende sobre la
laminilla que tiene la 12 capa de agasora, posteriormente se coloca un
cubreobjetos (nuevo o pre-lavado con agua jabonosa) y se guarda en el
refrigerador o cuarto frio por unos minutos (2-5 minutos), hasta que solidifique la

capa.

** Obtencién de muestras.
o Las muestras de cultivos celulares (tratamientos in vitro). Se colectan las
células después de generar una suspension celular tomando una alicuota

que contenga aprox. 10,000 células por laminilla.

o Control interno de corrida. Independientemente del tipo de experimento
que se esté corriendo, siempre se debe preparar un control de linfocitos
aislados con un dafo previamente inducido, los cuales se encuentran
alicuotados y guardados en el REVCO (-70 °C), se pueden preparar 2

laminillas por cada uno de éstos tubos.
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CAPA #3

Una vez sélida la 22 capa de agarosa, con cuidado se desliza el cubreobjetos
hacia uno de los lados, sin regresarla sobre si misma. Se toman otros 75 pul de
LMP 0.5% vy se colocan sobre la laminillas que contiene las 2 capas previas y se
extiende la agarosa con el mismo cubreobjetos. Nuevamente las laminillas se

refrigeran hasta que la capa solidifica.

LISIS

Al terminar de preparar las laminillas, se les quita el cubreobjetos, desplazandolo
hacia uno de los lados y se colocan por pares de laminillas colocados espalda con
espalda de tal manera que los geles queden expuestos en el vaso Kopling que
previamente se prepard y se encuentra en el refrigerador.

La incubacion en esta solucion debe ser por lo menos 1 hora a 4 °C.

DESENRROLLAMIENTO Y ELECTROFORESIS

Primero se prepara el buffer de corrida, para ello se requiere de algunas
soluciones preparadas previamente. Se mezcla las soluciones de la siguiente

manera: Por cada litro (suficiente para 15 laminillas)

30 ml de NAOH 10 N
5 ml de EDTA

Aforar a 1000 ml con agua destilada.

Para las camaras de electroforesis horizontal grandes se requiere 1.5

litros, la capacidad es de 24 laminillas.
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45 ml de NAOH 10 N
7.5 ml de EDTA

Aforar a 1500 ml con agua destilada.

Para realizar el corrimiento se requiere montar la camara de electroforesis
horizontal sobre una cama de hielo, sobre la cual se nivela.

Posteriormente se colocan las laminillas con el esmeril hacia el lado derecho,
recordando que la posicion superior derecha corresponde al control interno de
corrida. Una vez colocadas todas las laminillas se vierte el buffer hasta cubrir las
laminillas. En este momento se inicia el conteo del tiempo de desenrrollamiento,

el cual sera de 10 minutos para cultivos celulares.

Al término de éste periodo, se inicia el corrimiento de la electroforesis, para ello
se conectan los electrodos a la fuente de poder, se checa la posicion del voltaje
constante lo mas cercano a 25 V, se enciende la fuente de poder y se checa la
corriente (mA), la requerida es de 300 mA, si es menor, se agrega buffer y si es
mayor se disminuye el volumen del buffer para ajustar la corriente a 300 mA.
Cuando se ajustan estos parametros se inicia el conteo de 120 minutos para

muestras de cultivos celulares.

NEUTRALIZACION

Al término de la electroforesis se apaga la fuente de poder y las laminillas son
transferidas a una charola, con la cara del gel hacia arriba. Posteriormente se les
agrega muy cuidadosamente, con la ayuda de una pipeta, el buffer Tris pH 7.5y

se incuban 1 o 2 veces por 5 minutos.

DESHIDRATACION

Se escurre la mayor cantidad de buffer de neutralizaciéon y con una piseta se

agrega muy cuidadosamente alcohol absoluto y se incuban unos minutos,
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posteriormente se escurre el exceso y se ponen las laminillas en posicion vertical
recargadas sobre alguna pared hasta que sequen completamente.

Posteriormente se guardan en una caja protegidas del polvo, hasta su evaluacion.

TINCION

Usando guantes, se agregan 20 ul de solucion de bromuro de etidio sobre la

laminilla y se coloca un cubreobjetos.

ANALISIS

Se enciende la lAmpara de fluorescencia del microscopio, se escoge el objetivo de
20X, se coloca la laminilla sobre la platina se abre el filtro de fluorescencia que
detecta bromuro (emite en verde) y se enfoca la laminilla, localizando con la
ayuda de los tornillos macro, y micro métricos el campo de las células.
Posteriormente se identifica la reglilla graduada y se mide la longitud de la cola
de los cometas, anotando el nimero de rayas que la abarcan.

Se evaluan de 25-50 cometas por laminilla. Por otro lado, con la ayuda de un
contador se determina la proporcion de un total de 100 células, la cantidad de
células con imagen de cometa, aunque sea muy cerrado con respecto a la de

células con dafo total o nubes.

Longitud Cola del Cometa Nube o Célula con dafio total
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