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INFLUENCIA DEL POLIMORFISMO C677T EN EL GEN DE LA ENZIMA METIL-
TETRAHIDROFOLATO REDUCTASA (MTHFR) SOBRE LA RESPUESTA A LA
RADIACION

ANTECEDENTES

Los folatos, entre ellos el acido fdlico, tienen un papel fundamental en multiples
procesos en los organismos vivos, incluyendo algunos involucrados en el metabolismo del DNA.
El &cido folico es un micronutriente que no puede ser sintetizado en el organismo, por lo que

debe obtenerse de manera exdgena, a partir de frutas y vegetales verdes.

Los folatos son atiles como aceptores, transportadores o donadores de carbonos. Las
reacciones dependientes de folatos se incluyen en el denominado metabolismo de “un-carbono”,
el cual interviene en el procesamiento de aminoacidos, sintesis de purinas y pirimidinas,
necesarias durante la replicacion y reparacién del DNA y también para la formacion del
principal donador de grupos metilo en los seres vivos, la S-adenosil-L-metionina (SAM) (2, 3).

Estas reacciones permiten mantener la homeostasis celular y una division celular adecuada.

El &cido félico se absorbe en forma de hidrofolato en la porcion proximal del intestino
delgado. Una vez absorbido, el acido folico debe ser convertido en 5-10 metilentetrahidrofolato,
el cual da lugar a la formacion de la forma circulante, el 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF),
molécula aceptora de folatos muy importante por su afinidad a la albumina. Este paso es
catalizado por la enzima metil-tetrahidrofolato reductasa (MTHFR). EI 5-MTHF sirve como
donador de grupos metilo a la homocisteina y mediante la enzima metion-sintasa y la vitamina
B12 da lugar a la metionina, el cual junto al grupo adenosil del ATP, forma la S-adenosil-
metionina (SAM). Es un agente metilante involucrado en més de 100 reacciones mediadas por
las metiltransferasas, con una gran variedad de moléculas aceptoras, dentro de las que se
encuentran el DNA, proteinas y fosfolipidos de membrana. Su principal funcién es la donacion
de grupos metilo a citosinas especificas en el DNA, una caracteristica epigenética esencial, muy
importante para la expresion génica, la impronta génica, el silenciamiento de retrotransposones,

estabilidad cromosomica y diferenciacion celular. La principal fuente de grupos metilo usados



por SAM para las reacciones de metilacion es la sintesis de novo de unidades de un-carbono
dependiente de folatos.

Dentro de este ciclo, denominado ciclo de los grupos metilo, entonces se producen
factores involucrados en la sintesis y la reparacion del DNA, asi como factores involucrados en

la epigenética de la célula (Figura 1. Metabolismo de grupos metilo).

El 4cido fdlico y por ende el metabolismo de los grupos metilo juega varios papeles en la
economia de los seres vivos, favoreciendo principalmente la hematopoyesis, la embriogénesis y
la sintesis de dTMP a partir de dUMP, asi como para la reparacion adecuada del DNA vy la
metilacion. Asi, el déficit de folatos se ha asociado a enfermedades cardiovasculares, ciertas
anormalidades neuroldgicas, tales como defectos en el desarrollo embrionario, como
malformaciones en el tubo neural, defectos cognitivos y neurotoxicidad fetal. La deficiencia de
folatos también da lugar a un tipo especifico de anemia, megaloblastica, que resulta de una falla
en la sintesis de acidos nucleicos, dando lugar a division celular anormal de los precursores de
eritrocitos. (5). lgualmente, la deficiencia de &cido folico se ha relacionado con un riesgo
incrementado de cancer de colon, mama, pulmon, piel, sistema nervioso central, sin embargo los
mecanismos subyacentes no son del todo claros aun, involucrando a alteraciones en la reparacion
del DNA, hipometilacion global, etc. (4, 6).

Dado el objetivo de este trabajo vamos a comentar el trabajo que cumple a nivel de la
estabilidad gendmica. Se sabe que la metilacion del DNA, es producto del metabolismo de los
grupos metilo y que deficiencias en tanto a nivel ingesta, asi como en el medio celular de
donadores de grupos metilo tiene repercusiones importantes sobre la estabilidad cromosomica,
como rupturas, deleciones cromosomicas y otras formas de inestabilidad cromosémica atribuida
a hipometilacion del DNA, los cuales se asocian aneuploidia y por ende a enfermedades como el
cancer. La deficiencia de acido félico también se asocia a la excesiva incorporacion errénea de
uracilo al DNA en lugar de timina, que al repararse puede dar lugar a ruptura de una o de las dos
cadenas del DNA, incluso generando puntos de ruptura de cromosomas (3). Se sabe igualmente
gue cuando el nivel de folatos es >700nmol/l se disminuyen fenédmenos como hipometilacion del
DNA, rupturas cromosomicas, incorporacion de uracilo al DNA y la formacion de micronucleos.

Con un nivel de folatos <4 ng/ml, el contenido de uracilo en el DNA aumenta hasta 70 veces en



relacién a un nivel >4ng/ml, los cuales se normalizan después de 3 dias de dosis elevadas de
acido félico (5). Como resultado de la deficiencia de folatos, la cantidad de SAM disminuye,
generando hipometilacion del DNA y dando lugar a alteracion también en la expresion genica, a
inestabilidad cromosémica y expresion de algunas regiones silenciadas en el genoma, como

ciertos proto-oncogenes y retrovirus (4).
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Figura 1. Metabolismo de grupos metilo.



El metabolismo del acido folico puede afectarse ya sea por la deficiencia del mismo a
nivel de ingesta, relacionado cladsicamente con malabsorcidn, alcoholismo, o por un aumento en
la necesidad de su aporte, como es el caso del embarazo (1); por la deficiencia de cofactores que
intervienen en las enzimas del ciclo de los grupos metilo (13) y recientemente se han asociado a
alteraciones genéticas que pueden generar estados de déficit de folatos y sus metabolitos, ain
con una adecuada ingesta, como son los polimorfismos en los genes que codifican las enzimas
del ciclo. Dada su importancia, se considera que estos eventos pueden tener repercusiones a

largo plazo (4).

METILTETRAHIDROFOLATO REDUCTASA

Hay dos enzimas de radical importancia en el metabolismo de los grupos metilo: la
metionina-sintasa, dependiente de vitamina B12, que usa 5-MTHF para la metilacion de
homocisteina a metionina, y la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) que reduce el 5,10-
metilentetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato, la cual es motivo de nuestro estudio, por lo que

profundizaremos en su descripcion.

La MTHFR fue descrita por primera vez en la década de los 70"s, lograndose clonar su
gen en 1993. Es una flavoproteina constituida por dos subunidades de 70kDa aproximadamente.
Contiene una region catalitica N-terminal, que se liga a dinucleétido flavin-adenina, a
dinucleotido nicotinamida-adenina y a 5,10-MTHF. El elemento regulador C-terminal se liga a
su inhibidor SAM; ambas regiones se unen por una region hidrofilica (15). Es la enzima clave en
el metabolismo de un-carbono, responsable de reducir 5,10-metilentetrahidrofolato a 5-
metiltetrahidrofolato, la primera forma circulante de los folatos, que dona un grupo metilo para
la remetilacion de la homocisteina a metionina, precursor de SAM (16). El gen de la MTHFR
esta localizado en el cromosoma 1p36.3. Tiene una longitud de 1.980 pb, y una masa molecular
de 74.6 kDa. Contiene 11 exones con una longitud desde 102 pb a 432 pb, e intrones de 250 pb a
1.5 kb, excepto por un intron de 4.2 kb (15).

La actividad de la MTHFR puede ser reducida mediante tres formas: 1) por

polimorfismos en la secuencia genica que alteran su afinidad por un sustrato o cofactor; 2) por



una alta concentracion de metionina o SAM y 3) por una baja concentracion de su cofactor, el
dinucledtido de adenina flavina (FAD) o de riboflavina, el precurso de FAD (7). La actividad
disminuida de la MTHFR limita la produccion de 5-metiltetrahidrofolato, incrementando la
concentracion de ,10-metiltentetrahidrofolato, dando como resultado un aumento en la sintesis
de dTTP en lugar de la metilacion del dinucleotido citosin-fosfato-guanosina, una disminucién

de la incorporacion del uracilo al DNA e incremento en la concentracion de homocisteina (6).

POLIMORFISMO DEL GEN DE LA MTHFR

Un polimorfismo es una forma alternativa de un gene que puede o no afectar la funcion
de la proteina. Se han identificado varios polimorfismos en el gen que codifica la MTHFR,
siendo mas estudiados los que estan localizados en los nucleo6tidos 677 y 1298.En la primera
variante, C677T, localizada en el exon 4, hay una transicion de bases Citosina a Timina en la
posicion 677 del gen, convirtiendo una alanina en valina, codificando una variante termolabil, la

cual altera el dominio catalitico de la enzima.

Los individuos heterocigotos (677CT) y homocigotos (677TT) para este polimorfismo
tienen una actividad enzimaética in vitro reducida al 65% y 30% respectivamente con respecto a
la forma no mutada (677CC), dando lugar a un decremento en el nivel de 5-
metilentetrahidrofolato (Tabla 1) (8). Igualmente, se sabe que los individuos con ambos alelos T,
tienen un nivel plasmatico de homocisteina méas elevado que en aquellos con sélo un alelo T o

ambos alelos C, que se correlaciona con una menor actividad enzimatica.

GENOTIPO ACTIVIDAD (%)
CcC 100%
CT 65%
TT 30%

Tabla 1. Actividad de la enzima MTHFR en cada genotipo



En el polimorfismo 1298AC, localizado en el exon 7, ocasiona un cambio de glutamina a
alanina, con lo que disminuye la actividad in vitro de la enzima hasta un 60% en presencia de
ambos alelos mutados, sin embargo no se ha encontrado influencia sobre la concentracion sérica
de homocisteina y no con el folato plasmatico, de forma que su relevancia fisiopatoldgica no es
clara (22).

El polimorfismo C677T tiene una frecuencia mundial elevada, siendo en promedio de
12%. En Europa la frecuencia del alelo mutado es de cerca de 32%, en tanto que en América es
de 10%, con una mayor frecuencia en el norte, de hasta 35% (22). A nivel de Latinoamérica,
vale la pena comentar que nuestro pais cuenta con la frecuencia mundial reportada mas elevada,
con una frecuencia alélica del 51% (Tabla 2), con una prevalencia del 34% para ambos alelos
mutados (Tabla 3).

PAIS FRECUENCIADE T (9
Sudafrica 0
Kenia 13
Brasil 27
Rusia 28
China 36
Janon 37
Francia 41
Italia 47
Colombia 50
México 51

Tabla 2. Frecuencia alélica del polimorfismo del gen de la MTHFR en la poblacién

mundial
GENOTIPO PREVALENCIA (%)
CcC 17.6
CT 47.6

TT 34.8




Tabla 3. Prevalencia del polimorfismo C677T del gen de la MTHFR en la poblacion

mexicana

El polimorfismo C677T se ha asociado principalmente a un incremento en el riesgo de
enfermedades cardiovasculares y anormalidades neuroldgicas, tales como defectos del tubo
neural, ambos probablemente debidos a la hiperhomocisteinemia; aunque también se ha asociado
a enfermedades cerebrovasculares, trombosis venosa, longevidad preeclampsia, diabetes
mellitus, insuficiencia renal y sindrome de Down (23). En la variante homocigota, en la que la
actividad enzimaética se reduce, los niveles de 5-MTHF y SAM disminuyen, de forma que existe
mayor riesgo de presentar consecuencias en la interferencia en el metabolismo de los grupos
metilo, como hipometilacion del DNA. Por otro lado, en presencia de mutacion, se espera que
haya acumulacion de 5,10-MTHF, que desvia la reaccidn hacia la sintesis de timidina, lo que
confiere un efecto protector para la carcinogénesis (4, 24). En Oncologia, se sabe que este
polimorfismo se asocia a una disminucion del riesgo de una variedad de canceres como leucemia
aguda linfoblastica, linfoma y cancer colorrectal, en presencia de un nivel sérico adecuado de
folatos; aunque por otro lado, también se ha relacionado con un incremento en el riesgo de

cancer cervical, displasia gastrica, cancer endometrial y cancer de mama (6, 15, 22).

RADIACION Y DANO AL DNA

Los organismos vivos pueden ser dafiados por exposicion tanto a agentes producidos por
procesos metabdlicos enddgenos, tales como reacciones oxidativas e hidroliticas, asi como a
agentes ambientales, tales como agentes quimicos sintéticos y naturales, la luz ultravioleta y la

radiacion ionizante.

La radiacion ionizante produce dafio celular mediante dos mecanismos: 1) directo:
incidiendo directamente en el blanco, 2) indirecto, mediante la produccion de radicales libres
que inciden posteriormente en el blanco, es decir, mediante radiolisis o descomposicion del

agua, resultando en la formacion de especies reactivas de oxigeno, como son el superdxido,
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radical hidroxilo y perdxido de hidrogeno (18). Todas las estructuras y moléculas intracelulares
son susceptibles de dafio por radiacién, sin embargo el impacto mas trascendental es el dafio al
DNA, por su papel imprescindible en la homeostasis celular. En el DNA, el dafio puede ocurrir
sobre cualquiera de sus componentes, como bases puricas y pirimidicas, grupos fosfato y la

desoxirribosa.

Todas las células son susceptibles de dafio; sin embargo las que se encuentran en
constante division, en las fases G2 y M del ciclo celular, las menos diferenciadas, o en
condiciones de hipoxia, son mas susceptibles de dafio por radiacion. Otros factores que afectan
la severidad del dafio por radiacion son la dosis y el tipo de energia (alta vs baja transferencia
lineal de energia) (20). Todos estos factores determinan la capacidad celular para reparar el
dafo. Si el dafio no se repara, el resultado es la muerte celular. Si el dafio se repara en forma

deficiente, la célula sobrevivira pero heredara a sus descendientes inestabilidad gendmica. (9).

Asimismo, son diversas las formas de dafio al DNA por radiacién, tales como
dafio a una sola base, inserciones, dafio a sitios especificos de unién, entrecruzamiento de
cadenas, entrecruzamiento dentro de la misma cadena, lesiones de bases en tandem (19), ruptura
de cadenas simples y ruptura de doble cadena, entre otras. La radiacion ionizante produce un
espectro de dafio al DNA, un Gy puede inducir al menos 10 000 bases dafiadas, 1000 rupturas
simples de cadenas y 40 dobles rupturas. La reparacion del dafio se lleva a cabo mediante
diferentes mecanismos, tales como escision-reparacion de nucleotidos, reparacion de malas
incorporaciones de nucledtidos, escisién-reparacion de una base y reparacion por recombinacion,
que incluye union de finales de DNA no homologo y recombinacion homologa (14, 18). Se
requieren complejas maquinarias proteicas para lograr dichas reparaciones asi como un gran
consumo de energia y sustratos, incluyendo a los grupos metilo. La eficiencia de la reparacion

dependeré de la gravedad del dafio.

La lesion al DNA por radiacién hasta ahora considerada mas importante es la ruptura de
doble cadena, que dara lugar tanto a aberraciones cromosdmicas como en las hebras aisladas, si

ocurre en las fases G1 (0 G0) y G2 (21). Una sola ruptura de doble cadena puede ser suficiente
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para la inactivacion de un gen. Cuando ésta ocurre, la replicacion celular se detiene en alguno de
los puntos de chequeo en el ciclo celular, para tratar de repararse. La reparacion se lleva a cabo
mediante dos vias, una de las cuales es la recombinacion homologa, en la que se utiliza DNA
homologo como molde de reparacion; sin embargo se requiere de cromatides hermanas, por lo
que serd mas eficiente en las fases S y G2 del ciclo celular. La segunda via de reparacion es la
union de final de DNA no homdlogo, en la que no se requiere de un molde, por lo que se puede
llevar a cabo en la fase G1. La ruptura de doble cadena es la lesion més dificil de reparar, dando
origen a aberraciones cromosomicas, arresto en el ciclo celular, apoptosis, muerte mitotica y/o
senescencia (9, 10, 14). Este tipo de lesidn tiene mayor relevancia en células en constante

proliferacion, puesto que dara lugar a inestabilidad genémica (17).

Hay patologias en las que existe una deficiencia en la reparacion del dafio al DNA, tales
como xerodermia pigmentoso, sindrome de Cockayne, anemia de Fanconi, sindrome de Bloom,
sindrome de Nijmegen, ataxia telangiectasia, sindrome de Rothmund-Thomson, sindrome de
Werner, cancer de colon hereditario no polipésico, mutacion en BRCA1 y BRCAZ2, pénfigo y
sindrome de Li-Fraumeni, entre otros. Estas patologias estan a su vez asociadas a un incremento
en el riesgo de carcinogénesis, dado que el dafio no reparado da lugar a mutaciones que
eventualmente daran lugar a un tumor. Asimismo, pueden correlacionarse con una menor
capacidad de reparacion de dafio al DNA por radiacién. Aunque no se conoce la causa de la
elevada frecuencia de aberraciones cromosomicas, la deficiente reparacion de las rupturas de

doble cadena en genes de baja penetrancia, es una de las teorias (21).

MEDICION DEL DANO AL DNA

Existen varias maneras de medir el dafio al DNA inducido por radiacion, entre las que se
encuentran la Prueba del Cometa, la cual analiza la fragmentacion del DNA y otras citogenéticas
como la técnica de obtencion de microndcleos mediante citocinesis bloqueada. La primera ha
tenido recientes desprobaciones en la literatura cientifica (25), mientras que la segunda se
considera es una de las técnicas mejor establecidas dentro de la toxicologia genética para la

evaluacion el efecto de xenobiéticos sobre las células tanto in vivo como in vitro. (11).
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Los MN son un indice de la ruptura de los cromosomas y de la pérdida de estos. Dado
que los MN son expresados en células en division nuclear completa, deben ser idealmente
identificados en el estado binucleado del ciclo celular. Otros marcadores de dafio al DNA son los
puentes nucleoplasmicos, que indica rearreglos cromosomicos; gemas nucleares, que indican
amplificacion génica; necrosis y apoptosis. Sin embargo, la cantidad de puentes nucleoplasmicos
puede modificarse de acuerdo al genotipo (7), por lo que no nos es (til en el estudio. Otras
causas asociadas a una mayor formacion de microndcleos son: la enfermedad de Crohn, el

tabagquismo y el envejecimiento (5).

Figura 2. Ejemplo de célula binucleada con micronucleos mediante la técnica de citocinesis
blogueada, secundario a radiacion.

RADIACION Y METILACION

Se conoce que la deficiencia de acido folico tiene un efecto sinérgico sobre la
sensibilidad a la induccion de micronicleos por radiacion ionizante, posiblemente por
inhibicidn o deficiencia en la reparacion de rupturas de cadenas inducidas por radiacion, o
por la suma de ambos factores (12). Dosis de 5-20 cGy pueden causar inestabilidad
cromosomica del mismo tipo que por deficiencia de acido folico, tal como incremento en la
mala segregacion de cromosomas completos o segmentos de estos, dando lugar a
aberraciones cromosomicas de diferentes tipos, incluyendo cromosomas dicéntricos (13).
Se sabe también que se requiere de una concentracion mayor a 20 nM de &cido fdlico para

mantener la estabilidad genomica in vitro (13) y que la disminucion en la concentracion de
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folatos en el medio de cultivos celulares expuestos a radiacion genera entonces una mayor
tendencia a la formacion de micronucleos (12).

Igualmente se sabe que animales expuestos a radiacién tienen una menor
concentracion sérica de acido folico, sin embargo se atribuye a menor absorcion intestinal
(25).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se sabe entonces que la deficiencia de acido félico tiene un efecto sinérgico sobre
la sensibilidad a la induccion de microndcleos por radiacion ionizante. Igualmente sabemos que
los individuos con el polimorfismo C677T de la MTHFR pueden llegar a tener alteraciones en el
metabolismo de los grupos metilo incluyendo alteraciones en la segregacién cromosémica que
pueden derivar en la formacion de células aneuploides. Dada la prevalencia de este polimorfismo
en la poblacién mexicana y la alta frecuencia de exposicién a varios tipos de radiaciones,
consideramos importante valorar la interaccion que existe in vitro entre el dafio inducido por
radiacion, medido como la formacion de micronucleos y el polimorfismo del gen de la enzima
MTHFR.

Es posible que ambos efectos sean sumatorios, debido a que el dafio inducido por la
radiacion seria mayor en presencia del polimorfismo C677T por la disminucion en la
disponibilidad de 5-metiltetrahidrofolato, sin embargo este efecto no ha sido estudiado hasta el

momento.

HIPOTESIS

Existe diferencia entre los 3 genotipos del polimorfismo C677T del gen de la
MTHFR en la respuesta al dafio por radiacion, medido como la formacion de

Microncleos.
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OBJETIVO GENERAL

Valorar el efecto del polimorfismo C677T de la enzima MTHFR sobre el dafio al DNA
inducido por radiacion ionizante medido mediante la técnica de formacion de microntcleos con

citocinesis bloqueada.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Genotipificar por lo menos 2 individuos con cada uno de los posibles genotipo, silvestre
CC, heterézigo CT y mutante TT.

2. Cultivar los linfocitos durante un periodo de 96h, siendo radiados a las 24h de ser
cultivados

3. Realizar la técnica de obtencién de micronucleos en estos cultivos durante 3 periodos de
estudio: 24h pos-radiacion, 48h pos-radiacion y 72h pos-radiacién para valorar el efecto
de la radiacion y la reparacién del dafio.

4. Cuantificar 1000 células binucleadas de cada uno de los grupos en dos experimentos
independientes, por dos individuos diferentes y la cantidad de micronucleos en cada uno
de ellos.

5. Realizar el analisis estadistico entre los diferentes grupos

6. Valorar la cinética de division celular y determinar su relevancia con los resultados

7. Determinar el grado de apoptosis y determinar su relevancia con los resultados
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RELEVANCIA E IMPACTO

Como ha sido comentado previamente, la frecuencia de homocigotos para este polimorfismo a
nivel mundial es del 12.6% (6), sin embargo, los reportes en México, indican que representa una
de las prevalencias mas altas, llegando a ser de hasta un 50% por lo tanto, ante el creciente
riesgo de exposicion a los diferentes tipos de radiacion ambiental y en algunos casos laboral
(Rayos X, Radiacion gamma), es importante determinar si este polimorfismo altera la respuesta

individual ante un evento de dafo al DNA.

Por lo tanto es importante valorar el efecto del polimorfismo C677T de la enzima
MTHFR sobre la formacion de micronucleos inducidos por radiacion ya que permitird apoyar la
hipétesis de la importancia del metabolismo de los folatos sobre la reparacion del dafio al DNA,
asi como determinar la radiosensibilidad, posiblemente mayor, en portadores de dicho
polimorfismo y poder proponer medidas preventivas en el caso de personal ocupacionalmente
expuesto (POE), e incluso llegar a catalogarlos como genotipos de riesgo, debiendo modificar la
exposicion anual permitida. En el caso de individuos que requieren de radioterapia, sera posible
establecer las bases para modificar la dosis total. Asimismo, permitird fundamentar estudios
posteriores para evidenciar la relacién entre genotipos radiosensibles con la carcinogénesis, y

entender mejor los mecanismos de dafio al DNA por radiacion ionizante.

Igualmente este estudio aportara resultados que fortalezcan la medicina gendémica, la cual
se basa en la deteccion muy precoz de individuos susceptibles a alguna alteracion patoldgica,

basados en el andlisis del DNA en cualquier momento de la vida.
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MATERIALES Y METODOS

La metodologia se resume en la grafica 1.
1. Genotipoficacion y seleccién de individuos
Se seleccionaron individuos jovenes, hombres, entre los 20 y 30 afios, aparentemente sanos,
sin antecedentes patologicos de importancia, incluyendo familiares (Tabla 3), de los cuales
se obtuvieron muestras de sangre periférica para la obtencion de DNA. Posteriormente se

aislé este DNA mediante la técnica de Fenol-Cloroformo.

Posteriormente se tomo este DNA y se sometio a reaccion en cadena de polimerasa
(PCR) con primers disefiados para amplificar el fragmento del gen de la MTHFR de 198 pb
que contenia el polimorfismo. Luego, este DNA se sometid a digestion por la enzima de
restriccion, Infl. Si la mutacion se encontraba presente, la digestion mediante la enzima de
restriccion daba lugar a dos fragmentos, uno de 175 pb y otro de 23 pb. De esta forma, los
sujetos homdzigos silvestres CC muestran 1 banda en la electroforesis (98pb), los
individuos heterocigotos CT muestran tres bandas (198 pb, 175 pb y 23 pb), mientras que
los homocigotos para el alelo mutado T solo tienen dos bandas (175 pb y 23 pb) dado que

ambos alelos estan mutados. (Figura 3).

Figura 3. Electroforesis para identificacion de polimorfismo de productos de

digestion enzimatica de productos de PCR. De izquierda a derecha: Carril 1: Marcador de
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100pb, Carril 2: Fragmento de 175pb Unico (homozigo TT), Carril 3: Fragmentos de 198 y
175pb (heterozigo CT), Carril 4: Homozigo TT, Carril 5: Fragmento de 198pb (Homozigo
silvestre).
2. Cultivo de linfocitos

Se cultivd 1ml de sangre periférica en medio RPMI y fitohemaglutinina y se
incubara a 37°C en una atmoésfera de CO, al 5% durante un periodo total de 96h, 24 de
cultivo luego de las cuales se someten a radiacion y tres periodos consecutivos de estudio
(24h,48h,72h). EI medio RPMI 1640 contiene 21.5 uM de clorhidrato de colina, 2.26 uM
de &cido folico (16), 100 umol/L de metionina y 530 nmol/L de riboflavina (7). Fue
suplementado con 10% de suero bovino fetal inactivado, 1% de antibiético, 1% de L-

glutamina, 1% de aminoacidos no esenciales, 0.2 % de fitohemaglutinina.

3. Exposicion a radiacion

La exposicion de los cultivos se llevd a cabo a las 24h de cultivo a 200 cGy de
radiacion gamma. El volumen blanco consistio de un tubo de ensayo de vidrio, conteniendo
los linfocitos, de 10 cm de longitud y 1 cm de didmetro, que permitia contener todo el
volumen del cultivo sin dejar camaras de aire, sumergido en el centro de un contenedor de
agua, de 22 cm de lateral. Para la técnica de radiacion se utilizaron dos campos paralelos
opuestos, de 12 x 12 cm, con técnica isocéntrica a una distancia de 89 cm, para una
profundidad del isocentro a 11 cm. Se utiliz6 el equipo Theratron T-1000, requiriéndose un
tiempo de exposicién de 0.85" y 0.86" para cada campo. Se utiliz6 la curva de isodosis del
99%, lo cual significa que la diferencia en dosis entre cada punto del volumen blanco no

fue mayor de 1%.
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Figura 3. Vista frontal. Las flechas indican la direccion de los rayos gamma. Los tubos en el

interior contienen el cultivo de linfocitos.

=

Figura 3. Vista Superior. Las lineas verdes indican el area que cubre la curva de isodosis del
99%.
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4. Técnica de obtencidn de micronucleos con citocinesis bloqueada y cuantificacion

Luego de 24h de cultivo se adiciona citocalasina B, la cual detiene la citocinesis.
Posteriormente se procesan los cultivos con solucion fijadora de metanol:acido acético en
relacién 3:1. Luego de varios eventos de lavado con solucion fijadora se procesan las laminillas,
las cuales se tincionan con azul de metileno y eosina. Posteriormente se procede al conteo de
células binucleadas de acuerdo a los criterios del Micronuclei Assay Working Group (Kirsh-
Volders 2003).

cC CT TT
NUmero 2 2 2
Edad (afios) 23 25-27 21-25
Género M M M
Tabaquismo ) ) )

Tabla 3. Caracteristicas de los donadores

5. Analisis estadistico
El anélisis estadistico fue llevado a cabo bajo la supervision del servicio de epidemiologia y
computo del Instituto Nacional de Cancerologia. Los datos fueron analizados en el
programa Stata y se le aplicd la prueba estadistica t de student, obteniendo intervalos de

confianza, promedios, desviacion estandar y valor p.



21

RESULTADOS

En la figura 8, se puede comparar el nimero de micronucleos por cada 1000 células binucleadas
entre los tres genotipos, CC, CT y TT. La tendencia en los tres genotipos es similar, con un
aumento en el nimero de micronucleos de las 24 a los 48 horas, que desciende posteriormente,

al cumplirse las 72 hr.

300
o
S 250
A\
8 & 200
Kjyel mcc
So
25 150 cT
ez -
.E_a 100 T
g .
=z 50 ||

24-48-72 hr 24-48-72 hr 24-48-72 hr
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horas

Figura 8. Semejanza en la respuesta al dafio por radiacion entre los tres genotipos.

En la figura 9, se compara el nimero de micronicleos por cada 1000 células
binucleadas, entre los tres genotipos, a las 24 horas. Se observa que la desviacion estandar
no muestra diferencias importantes. Encontramos que la diferencia entre CC vs CT a las 24
hr no result6 ser estadisticamente significativa (p = 0.25); la diferencia entre CC vs TT a las
24 hr tampoco es significativa (p = 0.93); y por ultimo la diferencia entre CT y TT a las 24
hr tampoco es significativa (p = 0.69). Es decir que en las primeras 24 horas, el numero de

micronucleos entre los tres genotipos es similar.



No. micronutcleos/1000
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- CT
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Figura 9. Dafio inducido por radiacion en las primeras 24 horas.
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En la figura 10, se compara el dafio entre los tres genotipos, a las 48 horas. En la

gréafica es evidente que entre las dos primeras columnas, es decir genotipos CC y CT, no

hay diferencia. Al hacer el andlisis estadistico corroboramos que CC vs CT, no presenta
diferencias significativas (p = 0.7422). Sin embargo, comparando CC y TT, la diferencia si
resulté significativa (p = 0.0534). De la misma forma, como es evidente en la grafica, la
diferencia entre CT y TT también resulté ser significativa (p = 0.0315).

350
300
250
200
150

binucleadas

100

No. micronucleos/1000

50

mcc
.CT
mTT

48h
horas

Figura 10. Dafio inducido por radiacion a las 48 horas.
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Es decir que a las 48 horas, en presencia de mutacion en ambos alelos (genotipo TT)
el numero de micronlcleos es menor que en los genotipos CC y CT, con resultados

estadisticamente significativos, en tanto que entre CC y CT no hay diferencia.

Ahora comparamos el niumero de microndcleos al término de 72 horas, entre los tres
genotipos. En la figura 11 se observa que aparentemente el nimero de micronucleos en el
genotipo CC es diferente del de los genotipos CT y TT. Sin embargo al obtener el valor de
p comparando CC y CT, la diferencia no resultd ser estadisticamente significativa (p =
0.3262). Por otro lado, se corrobora que la diferencia entre CC y TT si es significativa, (p=

0.014) y entre CT y TT a las 72h no resultd ser significativa (p = 0.9485).
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Figura 11. Dafio inducido por radiacion a las 72 horas.

De esta forma, hasta las primeras 24 horas, entre los tres genotipos no hay una diferencia
significativa. Es hasta las 48 horas en que el genotipo homocigoto mutante tiene un menor
namero de microndcleos, con una tendencia que no se mantiene a las 72 horas, en que es el
genotipo homocigoto silvestre el que cuenta con el menor nimero de micronucleos. En tanto que

el genotipo heterocigoto se mantiene con una misma tendencia.
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Asi que comparamos el cambio en el niUmero de micronucleos, entre cada dos genotipos,

de las 48 a las 72 horas.

300

250

200

@cc
150

CT

100

50

48 - 72 hr 48 - 72 hr

Q ==

Figura 12. Comparacién entre genotipos CC y CT, entre las 48 y 72 horas.

En la figura 12, se comparan los genotipos CC y CT, en relacion al cambio en el numero
de microndcleos que sucede desde las 48 hasta las 72 horas. La diferencia entre rangos resulto
no ser estadisticamente significativa (p= 0.5635). Es decir que el comportamiento es el mismo
entre CC y CT desde las 24 a las 72 horas.

En la figura 13, comparamos ahora ambos genotipos homocigotos, CC y TT, en relacion
al cambio que sucede entre las 48 y las 72 horas en el nimero de microndcleos. De acuerdo a la
imagen, el cambio es significativamente mayor para el genotipo CC que para el TT, lo que
significa que en el genotipo CC, a las 72 horas, el nmero de microntcleos disminuye en mayor
proporcion que en el genotipo mutante.

En ambos casos, existe un descenso en el nimero de micronucleos de las 48 a las 72
horas. En CC, a las 48 horas hay 290 células binucleadas con microndcleos por cada 1,000
células binucleadas, numero que desciende a 100 a las 72 horas. En el caso del genotipo TT,

pasa de 240 a 125 células binucleadas con micronicleos por cada 1,000 células
binucleadas, de las 48 a las 72 horas, es decir que el descenso es menos pronunciado. La

diferencia en el descenso del nimero de micronucleos de las 48 a las 72 horas entre ambos
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genotipos homocigotos si resulto ser estadisticamente significativa (p= 0.0378).
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Figura 13. Comparacion entre genotipos CC y TT, entre las 48 y 72 horas.

Por ultimo comparamos el cambio de las 48 a las 72 horas entre los genotipos CT y
TT. Como se observa en la figura 14, el cambio en el nimero de microndcleos de las 48 a
las 72 horas, es mayor para el genotipo heterocigoto que para el homocigoto mutante. Sin
embargo, al hacer el analisis mediante el valor de p, el cambio no es significativo
estadisticamente (p = 0.4745). Es decir que el comportamiento desde las 24 a las 72 horas,
es similar entre los genotipos CT y TT.
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Figura 14. Comparacion entre genotipos CT y TT, entre las 48 (columna izquierda) y 72
(columna derecha) horas.

Con estos resultados, se puede concluir que:

- No existen diferencias estadisticamente significativas a las 24 horas entre los 3 genotipos.

- Existen diferencias estadisticamente significativas en el dafio que sufren los genotipos CC
yel CT vsel TT a las 48 horas de radiacion.

- Existe diferencia significativa en el dafio que sufren los genotipo CC vs TT a las 72 horas

de radiacion.

- Existe diferencia significativa entre los rangos de dafio sufrido entre las 48 y las 72 horas

entre los genotipo CCy TT.

Sin embargo, con estos resultados no podemos concluir que la diferencia entre los

genotipos homocigotos mutante y silvestre, sea debida a una diferencia en la respuesta a la
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radiacion. Otra posibilidad es que se trate de una diferente cinética de division celular entre
CCyTT.

Para descartar esta posibilidad, se procedié a realizar el conteo de células
mononucleadas, binucleadas, trinucleadas, tetranucleadas, o con mas nucleos, por cada
1000 células contadas, para cada uno de los genotipos homocigotos, desde las 24 a las 72

horas, para posteriormente comparar dichos resultados.

En la figura 15, se compara la cinética de division celular de los genotipos CCy TT,
a las primeras 24 horas. Se aprecia que en ambos genotipos existe un mayor numero de
células mononucleadas que binucleadas; a su vez, es mayor el nimero de células
binucleadas en comparacion con las células trinucleadas, tetranucleadas o con mas nucleos.

Se observa que no hay diferencia entre ambos genotipos homocigotos.

24 horas
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BTT

No. de células

Mono Bi Tri Tetra Otro
Tipo celular

Figura 15. Cinética de division celular, a las 24 horas, de los genotipos CCy TT.

En la figura 16, comparamos la cinética de division celular de los mismos genotipos, a
las 48 horas. Se observa ahora que el numero de células binucleadas ya supera al de las
mononucleadas, ademas de que ya se aprecia la presencia de células trinucleadas, tetranucleadas
y con mayor numero de micronucleos. Sin embargo, nuevamente, no hay diferencia significativa

entre los dos genotipos.
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48 horas
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Figura 16. Cinética de division celular, a las 48 horas, de los genotipos CCy TT.

Por ultimo, hacemos la misma comparacién, ahora a las 72 horas. La tendencia es similar

en ambos genotipos, como se observa en la figura 17.

72 horas

800
700
600
500
400
300
200
100

BCC
BTT

No. de células

Tri Tetra Otro

Tipo celular

Figura 17. Cinética de division celular, a las 72 horas, de los genotipos CCy TT.
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De esta forma, descartamos la cinética de division celular como causa de la diferencia
entre CCy TT en relacion al mayor descenso en el nimero de microndcleos de las 48 a las 72

horas en el fenotipo CC.

Otra variable que pudiera dar lugar a este resultado es el niUmero de apoptosis, de forma
que existiera en mayor 0 menor proporcion en uno de los genotipos, dando lugar a un cambio en
la proporcion de células binucleadas con microndcleos por numero de células binucleadas, o
bien que el numero de apoptosis cambie de las 24 alas 72 horas en distinta proporcién entre los

tres genotipos, indicando un comportamiento distinto.

En la figura 18 se muestra el porcentaje de apoptosis en los tres fenotipos, desde las 24 a
las 48 horas. En los tres casos, el porcentaje de apoptosis no es mayor de 2.5% desde las 24 a las

72 horas. La diferencia no es estadisticamente significativa, con un valor de p de 0.2641.
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Figura 18. Porcentaje de apoptosis a las 24, 48 y 72 horas, en los tres genotipos.

Hasta aqui, podemos entonces descartar como causa de nuestros resultados, tanto a la
cinética de division celular como a la apoptosis; podemos sugerir que existe una diferencia en la

respuesta a la radiacién entre los genotipos CCy TT.
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DISCUSION

El resultado de nuestro proyecto es que en las primeras 24 horas, el nimero de
micronucleos es similar en los tres genotipos. Sin embargo, a las 48 y 72 horas, la tendencia
es distinta para cada uno de ellos, de tal forma que en el genotipo silvestre el nimero de
micronucleos a las 72 horas es menor que para el genotipo mutante. Hemos descartado que
se trate de una diferencia en la cinética de division celular o que se trate de una diferencia
en el nimero de apoptosis. De esta forma, es posible entonces que la reparacion del dafio
por radiacion sea mas eficiente en CC que en TT. Para el genotipo heterocigoto, la

reparacion del dafio por radiacion es intermedia entre CCy TT.

Podemos considerar que la mayor sensibilidad a la radiacion en el genotipo
homocigoto mutante se deba a la disminucidn en la concentracion de folatos que existe per
se en el genotipo homocigoto mutante. Sabemos que los folatos se requieren para la sintesis
de puritas y pirimidinas, condicion necesaria ante la necesidad de reparacion del dafio al
DNA. En presencia de dafio al DNA por radiacién, los requerimientos de folatos
aumentan, en tanto que disminuye la sintesis de purinas y pirimidinas, lo cual agrava la ya
presente baja concentracion de folatos en el genotipo mutante homocigoto. Por otro lado,
ante la disminucién de la concentracion de folatos, aumentara la incorporacion inadecuada
de uracilo al DNA, condicionando mayor dafio al mismo en tanto que la reparacion resulta
aun menos eficiente. Y podemos agregar también que ante la accion deficiente de la enzima
MTHFR en el genotipo mutante, disminuye el 5-MTHF, con lo que la concentracion de
SAM disminuye dando lugar a hipometilacion del DNA, condicidén que aumentara el dafio

al mismo.

En el genotipo silvestre, por otro lado, la actividad de la enzima MTHFR es normal,
de forma que ante el aumento en los requerimientos de purinas y pirimidinas por el dafio al
DNA por radiacién, existird un mayor aporte de dichas bases y la reparacion del dafio sera
mas eficiente que en el caso de genotipo mutante. Ademas, la concentracion de SAM sera
adecuada en el genotipo silvestre, y no habrd entonces hipometilacion ni como

consecuencia mayor dafio al DNA.
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Esto explica también el hecho de que en las primeras 24 horas, el nimero de
micronucleos es similar en los tres genotipos, momento en el que la concentracion de
folatos es aun suficiente para la inicial reparacion del dafio, ain cuando, como ya se
menciono previamente, dicha concentracion es mas baja en TT. Es decir que la radiacion
per se no produce mayor dafio en un genotipo que en otro. Al llegar a las 48 —72 horas, la
deficiencia de la enzima MTHFR en el genotipo TT se hace evidente ante la induccion de
dafo por radiacion, el cual no podra ser reparado en la misma proporcion que en los otros

dos genotipos, CCy TT.
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CONCLUSIONES

Existe mayor dafio por radiacion en el genotipo TT que en CC, lo cual puede
asociarse a una menor reparacion del dafio al DNA. Es decir, que el polimorismo del gen de

la enzima MTHFR si influye en la induccién de dafio al DNA por radiacion.

La respuesta a la radiacion es distinta si comparamos dosis bajas con dosis altas, por
lo que sera necesario realizar estudios posteriores para determinar la influencia del
polimorfismo ante el dafio al DNA producido por dosis bajas de radiacién, situacion que se

presenta en el personal ocupacionalmente expuesto.

Sera interesante también poder determinar en estudios posteriores, la influencia del
polimorfismo que nos ocupa, en los resultados del tratamiento con radiacidn en pacientes
con cancer, de forma que pueda orientar a modificar el fraccionamiento o la dosis de

tratamiento que se pueda requerir para cada genotipo.

La relacion entre el polimorfismo del gen de la enzima MTHFR también permitira
en estudios posteriores conocer méas acerca de los mecanismos de dafio por radiacion y la

reparacion del mismo.

Es importante también determinar en estudios posteriores la interrelacion del
polimorfismo del gen de la enzima MTHFR y la radiacion, mediante otras técnicas méas
especificas de la reparacion del dafio.
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