]

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

ASOCIACION DEL POLIMORFISMO 8092C->A DE ERCC1
CON LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON CISPLATINO,
ESTUDIO IN VITRO

T E S | S

PARA OBTENER EL TITULO DE:
BIOLOGA

PRESENTA:

AUREA BERENICE GARCIA JASSO

DIRECTOR DE TESIS

DR. LUIS ALONSO HERRERA MONTALVO

2013



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.



1. Datos del Alumno
Garcia
Jasso
Aurea Berenice
56101411
Universidad Nacional Autbnoma de México
Facultad de Ciencias
Biologia
303680705

2. Datos del tutor
Dr.
Luis Alonso
Herrera
Montalvo

3. Datos del sinodal 1
Dr.
Emilio
Rojas del Castillo

4. Datos del sinodal 2
Dra.
Regina Dorinda
Montero
Montoya

5. Datos del sinodal 3
Bidl. Miguel
Santibafez
Andrade

6. Datos del sinodal 4
Biol. Marco Alonso
Andonegui
Elguera

7. Datos del trabajo escrito

Asociaciéon del polimorfismo 8092cA de ERCCI1(excision repair Ccross
complementation group 1) con la respuesta al tratamiento con cisplatino, estudio in
vitro

84p

2013




DEDICATORIAS

A Ml MADRE:

Gracias por darme la vida y permitirme ser una mujer con valores y principios. Por ser un
ejemplo a seguir. Porque has dedicado cada minuto de tu vida a luchar para salir a delante
ante cualquier situacion. Porque me has inculcado que la satisfaccion se encuentra en mis
propios logros y no en las apreciaciones de los demas. Por anteponerme antes incluso de fti
misma. Porque aunque la caida sea muy dolorosa me has ensefiado a levantarme y seguir
con la frente en alto. Porque por ti he aprendido de mis errores. Porque eres y seras siempre
lo mejor que tengo en mi vida. Gracias por compartir todas mis alegrias y por brindarme todo
tu apoyo siempre sin defraudarme. Gracias por ensefilarme que con esfuerzo y dedicacion
siempre se logran todos los objetivos. Gracias por todo esto y mucho mas, simplemente por
ser mi madre............

A ti te dedico todas mis victorias, mi vida y mi ser.......

A mi tia CHINA, porque has sido para mi como una segunda madre. Gracias por velar por
mi, por brindarme siempre tu apoyo incondicional. Por estar siempre que lo he necesitado y
aun cuando no lo he necesitado incondicionalmente estas ahi. Por ser mi complice y
confidente en todas mis aventuras. Por ser una guia y un pilar en mi camino. Por ensefiarme
gue el amor y carifio verdadero se manifiestan sin esperar nada a cambio. Gracias por ser
una persona tan importante, que valoro y agradezco a la vida tener una tia como tu. Las vida
no me alcanzaria para agradecerte todo lo que me has ayudado, pero espero al menos que
este logro mas que he tenido en mi vida, sirva para que te sientas muy orgullosa de mi y sea
una manera de retribuirte por todo lo que me has dado...........

Te quiero mucho

A GEPE.... Por ser un ejemplo de padre, que siempre estuvo y sé que estara en cada
momento de mi vida. Porque me has sacado a delante en las situaciones mas dificiles, por
creer en mi y en mis locuras. Porque siempre has sido un ejemplo digno de superacion y
entrega. Porque eres el pilar de todos nosotros, ya que sin ti no estariamos ni tendriamos
todo lo que tenemos, una gran familia. Gracias por todo lo que me has dado y ensefiado sin
tener obligacién alguna, A pesar de todo lo que pasaste y sufriste hace unos meses siempre

~3~



tuviste tiempo para nosotros y disposicion en todo momento. Solo te puedo decir que te
agradezco infinitamente todo lo que has hecho por mi y mi mama,

Te quiero mucho y GRACIAS.........

A Leonardo...... No sabes cuanto agradezco tener a un primo hermano como tu, porque asi
te considero yo, como un hermano. Gracias por todo tu carifio y apoyo siempre. Por ser un
ejemplo de nobleza y ser siempre compartido con los demas. Por todas las aventuras y
travesuras que hemos vivido juntos, por ser mi confidente y nunca dejarme sola. Porque
desde que tengo memoria siempre hemos estado juntos, y nunca nos hemos separado.
Gracias por cuidarme y preocuparte por mi. Gracias por ser mi hermano, mi amigo, mi
confidente, mi compafiero, mi &ngel de la guarda; por esto y mucho mas gracias. Estoy muy
orgullosa de que seas mi hermano y agradezco a la vida el tenerte a mi lado........

Te quiero mucho................

A mi tio Sergio. Gracias por brindarme todo tu apoyo y consejos. Porque siempre te has
preocupado por mi mama y por mi. Porque desde pequefia me has cuidado y aconsejado en
todo momento y mas aun siempre me has tenido presente. Muchas gracias por todo lo que
me has ensefiado y aportado. Agradezco en todo momento tenerte en mi vida y contar
contigo siempre. Muchas gracias!

A mi profesor Fede por ser un gran ejemplo de dedicacion y esfuerzo. Por ser una guia
durante la decision mas dificil de mi vida, la de elegir qué carrera estudiar y por ser una
fuente de conocimientos interminable.

Gracias a Dios y a la vida por un logro més en mi formaciéon académica

Aurea Berenice Garcia Jasso



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Luis Alonso Herrera Montalvo por brindarme su apoyo y permitirme realizar este
proyecto de tesis en su laboratorio. Gracias por sus consejos y aportaciones para que este
proyecto fuera posible. Por tener el tiempo y disposicidon para convivir con todos y estar al

pendiente de cada uno de nosotros. Muchas Gracias!

A la M en 1IB Clementina Castro Hernandez. Por todos sus consejos y compromiso que
siempre manifestaste conmigo y con los demas compafieros de trabajo. Por ser mas que una
compainiera de trabajo, siempre me brindaste tu apoyo y amistad en todo momento. Por hacer
gue el ambiente del laboratorio sea armonioso y cordial. Por tu paciencia y aportaciones para

poder llevar a cabo mi tesis. Muchas Gracias!

Al Dr. Diddier Giovanni Prada-Ortega. Gracias por ser mas que un compafiero de trabajo y
brindarme todo tu apoyo tanto académico como no académico. Por todos tus consejos y

reganos. Gracias por tu amistad incondicional. Muchas gracias!

Al Biol. Miguel Santibafiez Andrade por los consejos y apoyo que me ofreciste en todo
momento durante la realizacion de este proyecto. Porque la relacién tutor-alumno fue mas

allq y se convirtié en una bonita amistad. Muchas gracias!

Al Bidl. Marco Andonegui Elguera. No me gqueda mas que agradecerte por todo tu apoyo,
por tu paciencia y entusiasmo al momento de ensefiarme a lo largo de todo el trabajo de mi

tesis. Por todas esas horas que dedicaste a instruirme para poder manejar adecuadamente



el citometro de flujo. Por brindarme tu ayuda en los momentos que mas necesite y por

ofrecerme tu amistad. Muchas Gracias!

A la Bi6l. Julia Mendoza Pérez. Por ser compariera, amiga y colega. Gracias por tu apoyo
académico durante todo este tiempo. Por tus consejos, regafios, recomendaciones y
travesuras. Gracias por brindarme tu amistad y sobre todo ayudarme en todo momento.

Muchas gracias!

A mis amigos, comparieros y colegas del laboratorio de carcinogénesis, por el esfuerzo y
apoyo para la elaboracién de este proyecto de tesis, ya que sin su ayuda esto no hubiera

sido posible...... Muchas gracias.......



INDICE

1.- RESUMEN

10

12

2. Abreviaturas y siglas

3. INTRODUCCION

4. DNA: su estructura y funcion

16
16

5. Ciclo celular 18
6. Mecanismos de sintesis del DNA 19
7. Tipos de dafio al DNA
7.1 Factores enddgenos 21
7.2 Factores exdgenos 22
8. Mecanismos de reparacion del DNA
8.1Reparacion por escision de bases (BER) 23
8.2 Reparacion por escision de nucleétidos (NER) 23
8.3 Reparacion de bases mal apareadas (MISMATCH) 24
8.4 Reparacion por recombinacién homologa 25
9. Componentes de la via NER y funcion.
9.1GGR 27
9.2TCR 28
10. Agentes antineoplasicos y via NER 29
10.1 Platinos: Caracteristicas principales 31
10.2 Cisplatino. Mecanismo de accion 33
11. Genes de reparacion NER y polimorfismos 34
11.1 Definicion polimorfismo 35
11. 2 SNPs 35
11.3 Polimorfismos del gen ERCC1 36

~T7 ~



12. Polimorfismo 8092 C->A de ERCC1. Antecedentes___________ 38

13. Justificacion. 40
14. Pregunta de investigacion 40
15. Hipotesis 40
16. Objetivogeneral 40
17. Objetivos particulares 41

18. Materiales y métodos

18.1 Determinacion del polimorfismo Erccl 8092 C->A en muestras de sangre periférica

de individuos. 41
18.2 Parametros de seleccion de individuos sanos 41
18.3 Aislamiento de DNA 42
18.4 Cuantificacion de cantidad y pureza de DNA 44
18.5 Amplificacion del fragmento 3’ UTR de Erccl mediante PCR___ 44
18.6 RFLP y genotipificacion del polimorfirmo Ercc1 8092 C>A 46
18.7 Viabilidad celular 47
18.8 Aislamiento de linfocitos de sangre periférica 47
18.9 Condiciones de cultivo de linfocitos______________ .49
18.10 Ensayo de proliferacion celular (WST-21) .50

18.11 Andlisis de la viabilidad celular y determinacién de la IC50 en linfocitos

tratados con cisplatino 51

18.12.- Tincién con loduro para evaluacion del ciclo celular 52

18.13. Dafio al DNA por medio de la técnica de conteo de micronucleos (MN) por

bloqueo de citocinesis B2
19. Analisis estadistico___________ D4
20. Resultados 29
21. Discusion 67




22. Conclusion.

20. Referencias

70

71



1. RESUMEN

Introduccion: Entre los mecanismos de reparacion del DNA se encuentra la via de
reparacion NER, que involucra varios pasos: reconocimiento del dafio, apertura de la burbuja
de desnaturalizacién, incision de la cadena dafiada, la re — sintesis, y la ligacion. Esta via se
encarga de reparar lesiones covalentes que forman aductos en el DNA. En mamiferos la via
NER es el principal sistema que remueve aductos en el DNA generados por agentes
quimioterapéuticos. El cisplatino dafia el DNA por la formacién de aductos, entre los
principales se encuentran los intracatenarios e intercatenarios con el DNA. ERCCL1 forma un
heterodimero con la proteina XPF, que tiene la actividad de exonucleasa catalizando la
incision en direccion 5°, y repara entrecruzamientos intercatenarios. El polimorfismo
8092C—>A de ERCC1 es un cambio de una C por una A, y se encuentra en la regiéon 3" no
codificante UTR.EI polimorfismo 8092C—>A de ERCCL1 predice mejor supervivencia para el
tratamiento con cisplatino en cancer de pulmon de células no pequefias y puede afectar la
estabilidad del mMRNA de ERCC1.

Hipotesis: La presencia del polimorfismo de ERCC1 8092C—>A genera una menor
reparacion del DNA, por lo cual habrd una menor viabilidad celular con el tratamiento con

cisplatino.

Objetivo: Estudiar la asociacién del polimorfismo 8092C—>A del gen ERCC1 con la

respuesta celular al tratamiento con cisplatino.

Métodos: Se extrajo DNA de individuos sanos y se determind la presencia de la proteina por
medio de PCR y de los genotipos correspondientes por medio de la técnica de RFLP:
heterocigo CA, polimorfico AA y silvestre CC. Se hicieron cultivos de linfocitos humanos
tratados con CDDP a las 24h de los individuos de interés, para establecer la IC50 y observar
la viabilidad celular en funcion del genotipo. Se evalud el dafio al DNA mediante el ensayo
de micronucleos por bloqueo de la citocinesis.

Resultados: Fueron analizadas un total de 86 muestras de las cuales 13 (15%) fueron

polimorficos (AA), 41 (48%) heterocigos (CA) y 32 (37%) silvestres (CC). Células que

presentan al menos un alelo polimérfico presentan una IC50 menor en comparacion con las

células portadoras del genotipo homodcigo silvestre. Las IC50 fueron las siguientes:

homdcigos polimorficos 70uM, heterécigos 80uM y homécigos silvestres 91uM. La viabilidad
~10 ~



celular fue menor en el genotipo AA respecto a los otros genotipos (CA, CC) a las 24h de
tratamiento con CDDP. Células con genotipos AA presentaron mayor dafio al DNA, lo cual se
ve reflejado en un conteo mayor de micronucleos, a diferencia de células con genotipo CC.

Conclusion: La presencia del polimorfismo 8092C—->A del gen ERCC1, se asocia con una
disminucién en la viabilidad celular de cultivos de linfocitos y una mayor respuesta al
tratamiento con cisplatino, asi mismo este polimorfismo se asocidé con un incremento en la

generacion de MN evidenciando mayor dafio al DNA.

~11 ~



2.- SIGLAS Y ABREVIATURAS

APE1
BER

C

CBMN
CDDP
CPDs
CSA
CSB
DBS
DNA
DNA Lig
DNA Po
DNA-PKc
ERCC1
EXO1
FEN-1

G

GGR

HHR

Adenina

Endonucleasa Apurinca/apirimidinica 1
Reparacion por escision de bases
Citosina

Micronucleos por bloqueo de la citocinesis
Cis-diamino-dicloro-platino. Cisplatino
Dimeros de ciclo butano

Sindrome de Cocaine grupo A

Sindrome de Cocaine grupo B
Rompimientos de doble cadena

Acido Desoxirribonucleico

Ligasa de DNA

Polimerasa de DNA

Proteina cinasa dependiente de DNA, subunidad catalitica.
Excision repair cross-complementing 1
Exonucleasa 1

Endonucleasa Flap 1

Guanina

Reparacion global del genoma

Reparacion por recombinacion homéloga
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H.02

IC50

INCAN

MMR

MRN

MSH2/MSH6

MLH1/PMS2

NER

O,

OH"

PCR

PCNA

Radiacion UV

RAD51

RAD52

RFLP

RNA Pol

RNA

RNAmM

ROS

RPA

Peréxido de hidrogeno

Concentracion inhibitoria 50

Instituto Nacional de Cancerologia
Reparacion de bases mal apareadas

Complejo de reconocimiento de dafio en la via HR (MRE11-RAD50-
NBS1)

Heterodimero de reconocimiento de las bases mal apareadas
Segundo heterodimero de reconocimiento de bases dafiadas
Reparacion por escision de nucleotidos
Superoxido
Hidroxilo
Reaccion en cadena de la polimerasa
Antigeno nuclear de células en proliferacion
Luz ultravioleta
Proteina de reparacion del DNA Rad51
Proteina de reparacion del DNA Rad52
Polimorfismo de tamafio de fragmento de restriccion
Polimerasa de Acido Ribonucleico
Acido Ribonucleico
Mensajero de Acido Ribonucleico
Especies reactivas de oxigeno

Proteina de Replicacion A
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SNP

TCR

TFIIH

UTR

XPA

XPB

XPC

XPD

XPF

XPG

XRCC1

XRCC4

Polimorfismo de un solo nucleétido
Timina

Reparacion acoplada a la transcripcion
Factor de transcripcion Il H

Region no codificante

Xeroderma pigmentoso grupo A
Xeroderma Pigmentoso grupo B
XerodermaPigmentoso grupo C
XerodermaPigmentoso grupo D
XerodermaPigmentoso grupo F
XerodermaPigmentoso grupo G
X-ray repair complementing 1

X-ray repair complementing 4
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REACTIVOS

pl

MM
ANE
Anti-Anti
dNTP’s
EtOH

h

H20

kb

kDA

M

mg
mg/ml
ml
MgCl2
min
mM

MQ
ng

nm

pb
r.p.m.
seg
SBF
SDS
SSC1x
Taq Pol
Tris-EDTA
uM

micro litros

micro Molar
Aminoacidos no esenciales
Antibidtico-antimicotico
Deoxiribonucleétidos
Etanol

Horas

Agua

Kilo bases

Kilo Daltones

Molar

Miligramos

Miligramos/mililitros

Mililitros

Cloruro de Magnesio
Minutos

mili Molar

Mili Q

nanogramos
nanometros

Pares de bases
Revoluciones por minuto
Segundos

Suero bovino fetal
Dodecilsulfato sodico
Citrato de Sodio Salino
Taqg polimerasa

Tris- Acido Etilen Diamino-Tetra-Acético

micromolar
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3.- INTRODUCCION

4.- DNA. ESTRUCTURA Y FUNCION

En 1953 James Watson y Francis Crick descubrieron la estructura del DNA. Ellos se basaron
en los estudios que Rosalind Franklin y Maurice Wilkins realizaron para analizar las fibras
del DNA mediante el uso de rayos X. Fue entonces que J. Watson y F. Crick propusieron su
modelo de la doble hélice del DNA, recibiendo el premio nobel (2). A partir de este momento
se empez6 a descifrar de manera mas detallada la composicion y estructura de la molécula
del DNA.

El DNA al ser una molécula crucial en los organismos vivos, se encuentra compactado en
varios niveles. En el caso de los organismos eucariontes el DNA esta compartamentalizado
en el nucleo. Dentro del nacleo el DNA interacciona con proteinas histonas y no histonas
para formar una estructura conocida como cromatina (4) y son las principales responsables
del plegamiento y empaquetamiento del DNA (1). Hay cinco tipos de histonas: H1, H2A, H2B,
H3 y H4. La cromatina tiene como unidad funcional al nucleosoma, donde se forman
unidades repetidas de octameros de histonas y 200 pares de bases de DNA (5). Los
nucleosomas generan arreglos en los que la cromatina forma fibras de 30 nanémetros (nm)
(1). Estas fibras de nucleosomas pueden formar solenoide (modelo en el cual la
conformacién de cuentas en un hilo se empaqueta y forma la fibora de 30 nandémetros), o
dominios de bucles (1). Cada dominio de bucles se va enrollando en ramilletes condensados

formando cromosomas compactos que se ven durante la mitosis y meiosis (1).

El DNA puede tomar una conformacion A, B o Z. En la conformacion A la doble hélice es
dextrogira, tiene un diametro de ~26A y sus pares de bases por vueltas son 11. En la
conformacion B el sentido de la hélice es dextrogiro, presenta alrededor de 10 pares de
bases por cada vuelta y tiene un diametro de ~20A. En la conformacion Z la doble hélice es

levégira, tienen un diametro de ~18A y los pares de bases por vuelta son 12 (2).
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La estructura primaria

El DNA es una larga cadena constituida por nucleétidos; cada nucleétido consiste en un
azucar desoxirribosa, un grupo fosfato y una base nitrogenada. Existen 4 bases
nitrogenadas: adenina (A) y guanina (G) (purinas), cada una con un doble anillo en su
estructura, y timina (T) y citosina (C) (pirimidinas) o uracilo en el RNA, mas pequefas y con

un solo anillo cada una (3).

HO — P__0O

o-

Figl. Nucleétido

La base nitrogenada esta unida covalentemente por el N-1 en las pirimidinas y el N-9 de las
purinas a través de un enlace N — 8 Glucosidico con el carbono 1°de la pentosa y el fosfato
esta esterificado con el carbono 5. Este tipo de enlace glucosidico se forma por la
eliminacion del agua (2). Cada nucleotido esta unido covalentemente al siguiente nucleotido
mediante puentes de grupos fosfatos, donde el grupo hidroxilo 5°de un nucleétido esta unido

al grupo hidroxilo 3" del siguiente nucleétido, mediante un enlace fosfodiéster (2).

o)
| ;
o o o OH_— P_0 /" \OH
IR JAUR NI TR
HO — P _ 0O O_P_0 O_P_0 OH

5 3 5 5 3
I | l \.Hzo

o~ o~ o~

Fig2. Acido nucleico
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La doble hélice

La estructura de la doble hélice se demostré por Rosalind Franklin y Maurice Wilkins por los
estudios que realizaron empleando la difraccion de rayos X para analizar cada cadena del
DNA (2). En la molécula del DNA se forman dos cadenas antiparalelas (3). Una caracteristica
del modelo de doble hélice es que todas las bases nitrogenadas se encuentran con direccion
hacia el interior, mientras que los grupos fosfatos y azucares se disponen hacia el exterior
(2). El apareamiento de las bases complementarias se da, entre una Ay T y entre Gy C. (3).
Y es importante el hecho de que la relacion espacial entre las dos cadenas de DNA permite

la formacion de un surco mayor y un surco menor (3).

Una de las principales caracteristicas de la hélice de DNA es la facilidad con que las cadenas
se separan y juntan continuamente, es decir, se desnaturaliza o renaturaliza (2). Las cadenas
de DNA se pueden separar cuando se rompen sus enlaces de hidrogeno, esto al tratarlo con
altas temperaturas o por medio de titulacion con acidos o bases. Del modo contrario las
cadenas se pueden volver a asociar cuando se les trata con temperaturas por debajo de la

Tm, ya que llega un momento en que puede volver a formarse la doble hélice (3).

5.- CICLO CELULAR Y DUPLICACION DEL DNA

El ciclo celular es un mecanismo esencial mediante el cual las células se reproducen. Este
ocurre cuando una célula duplica su contenido de DNA vy luego se divide en dos (3). Una
funcién del ciclo celular es duplicar con exactitud el material genético de los cromosomas y

luego segregar las copias con precision en dos células hijas idénticas (3).

Existen tres fases principales del ciclo celular: interfase, mitosis y citocinesis (1). Durante la
interfase ocurre la duplicacion del DNA, sintesis de histonas y otras proteinas asociadas con
el DNA de los cromosomas, produccion de reserva de organelos para las dos células hijas y

ensamblaje de estructuras necesarias para que se lleven a cabo la mitosis y citocinesis (1).

En la interfase ocurre la sintesis del DNA o Fase S: Durante esta fase se da la replicacion del

DNA, al igual que son sintetizadas histonas y otras proteinas asociadas al DNA (3).
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Existen algunas sefiales mediadas por complejos ciclinas/Cdk (cinasas dependientes de
ciclinas) que regulan el ciclo celular. Cada Cdk necesita unirse a una ciclina para ser activa y
diferentes complejos Cdk/ciclina actian durante distintas fases del ciclo celular. En la fase S
las principales ciclinas involucradas son Cdk2 — ciclina A (111). Se conoce que algunos
agentes antineoplasicos pueden arrestar a las células, tal es el caso del cisplatino que
arresta a las células en fase S, inhibiendo la duplicacion y por consiguiente a lo largo del
tiempo la muerte (102).

6.- MECANISMOS DE SINTESIS DEL DNA

Una caracteristica muy importante en el DNA es que existe complementariedad entre sus
cadenas, es decir que cada base de la cadena molde determina la base complementaria de
la nueva cadena, entonces se dice que existe fidelidad de la replicacion del DNA (4). Esto le
ha permitido a cada cadena de DNA la capacidad de transmitir la informacion genética, asi

como permite explicar los procesos de replicacion y transcripcion (3).

La replicacidén es un proceso semiconservativo en direccion 5° — 3’, donde cada cadena
de DNA actia como molde para la sintesis de una nueva cadena. El resultado son dos
moléculas de DNA nuevas, cada una con una cadena nueva y una conservada del ciclo

anterior. (2).

La sintesis de una molécula de DNA se da en tres etapas: iniciacion, elongacion y

terminacion (3).

Iniciacion. La replicaciéon del DNA puede comenzar en distintos sitios de origen. EI complejo
del reconocimiento de origen (ORC) se une a varias secuencias dentro del replicador, se
estima que en humanos existen 10000 origenes de replicacion (4). Este ORC interacciona
con secuencias de replicacion autonoma (ARS) y es regulado por diversas proteinas (2).
Para que el DNA comience a sintetizarse se requiere de una secuencia de oligonucledétidos
0 cebador, el cual es colocado por la DNA polimerasa a (4). Primero se requiere la apertura
de la doble hélice, por accion de helicasas, y para evitar un superenrrolamiento actuaran las
topoisomerasas, después para mantener a las cadenas de DNA separadas participara la

proteina de replicacion A (RPA), esta se une a ambas cadenas del DNA y posteriormente
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solo queda en la hebra rezagada, permitiendo la separacion de las cadenas sencillas del
DNA (1). Durante la elongacion se da la sintesis de ambas cadenas, la lider o continua y la
retrasada o discontinua (2). A partir del extremo 3"OH libre dejado por la DNA polimerasa q,
ocurre la polimerizacién por la DNA polimerasa & en ambas cadenas (la lider y retrasada) (3).
La sintesis de la cadena retrasada requiere de mas de un cebador, para la sintesis de los
Fragmentos de Okazaki en direcciéon 5°>3", por la misma DNA polimerasa 6. Al final de la
fase de elongacién, ocurre el retiro de cebadores por las proteinas RNAsa H, FEN1 y DNA 2,
y se da la sintesis de los fragmentos sueltos durante el proceso por accion de las DNA
polimerasas 0 y € (2). Por ultimo en la fase de termino, actuara la DNA ligasa | para unir los

fragmentos restantes (1).
De la proteina al DNA: El papel del RNA

La expresion de la informacion genética requiere de la sintesis de una molécula de RNA,
transcrita a partir de una cadena de DNA (2). EI RNA (acido ribonucleico) es una cadena de
nucleotidos que igual que el DNA tiene bases nitrogenadas, un grupo fosfato, y un azucar,
solo que en lugar de tener una timina (T) se presenta un uracilo (U) y el grupo hidroxilo se

encuentra en la posicion 2" ynoenla55” (2).

Existen tres clases principales de RNA: el RNA mensajero (mMRNA) que codifica la secuencia
de aminoacidos de un gen o por un conjunto de genes. El RNA de transferencia (tRNA) es el
encargado de leer la informacion genética contenida en el mRNA y transportar el aminoécido
correcto a la cadena polipeptidica durante la sintesis proteica y el RNA ribosomico (rRNA)

forma parte de los ribosomas, que es donde se sintetizan las proteinas (1,3).

El ribosoma eucarionte esta constituido por dos subunidades el 60S y el 40S. Cada ribosoma
tiene dos sitios de union al tRNA, un sitio peptidilico (P) y un sitio aminoacilico (A), y es en
esta estructura donde se lleva a cabo la sintesis de proteinas (1).

La traduccion es el proceso por medio del cual ocurre la sintesis de proteinas mediada por el
MRNA (2). Dicho en otras palabras es traducir el lenguaje de nucleétidos al lenguaje de los

aminoacidos (1).
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7.- TIPOS DE DANO AL DNA

El DNA de todos los organismos esta bajo permanente dafio, ya sea por factores enddgenos

o por factores exdgenos (7).

7.1.- Factores endbégenos

Los agentes enddgenos son aquellos producidos por las mismas células, y dentro de estos
estan: las alteraciones espontaneas de bases en el DNA, ya sea por hidrélisis o por las
especies reactivas de oxigeno, ademas de la metilacion enzimética de bases, y errores
durante la replicacion del DNA (8). La hidrolisis de la citosina, adenina y guanina produce
uracilo, hipoxantina y xantina respectivamente. La hipoxantina tiene alta afinidad para
aparearse con la citosina generando mutaciones. (9). Otro ejemplo de alteracion espontanea
en el DNA es la hidrélisis del enlace N — glucosidico entre purinas y pirimidinas, que origina

sitios abasicos en el DNA (9).

Una consecuencia del metabolismo aerobio de las células es la generacion de las especies
reactivas de oxigeno (0O,,0H",H,0,), las cuales originan rompimientos en la cadena del DNA
y modificaciones en las bases del DNA (9 - 10). Un ejemplo de modificacion de bases es
dafio por oxidacién, incluyendo a la 8 — oxoguanina, que se forma como producto de la
oxidacion del O, con la guanina y es frecuentemente utilizada como un biomarcador de dafio
oxidativo al DNA (8).

La metilacion ocurre en las bases del DNA, ya sea por rutas enzimaticas o no enzimaticas
(9). La metilacion no enzimatica ocurre por pequefias moléculas, como las poliaminas, y uno
de los productos de este tipo de metilacion es la O — metilguanina, el cual es altamente
mutagénico y se aparea con la timina (10). La metilaciébn enzimatica se da por las enzimas
metiltransferasas en la citosina en el carbono 5, formandose la 5-me-C, y aunque no es
considerado como agente de dafo, al aparearse con la timina presenta un alto grado de
desaminacion teniendo importantes implicaciones para mutaciones potenciales en hotspots

del genoma (9).
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7.2.- Factores exdgenos

Los agentes exdgenos son producto del ambiente al que estan expuestas todas las células.
Dentro de estos agentes estan los fisicos y los quimicos, que al entrar a las células pueden
causar dafio al DNA (9).

Uno de los principales agentes fisicos es la luz UV producto de la exposicion solar, a la que
la mayoria de los organismos vivos estamos expuestos y dependemos de ella para la

supervivencia (11).

La luz UV forma dimeros de pirimidina ciclobutano (CPDs) y los fotoproductos de pirimidina —
pirimidona (6 — 4 PPs) (12). Otro ejemplo de dafio fisico es la radiacion ionizante, ya sea de
manera natural o por rayos X. Este tipo de dafio puede ser de manera directa, (absorbiendo
energia del DNA) o de manera indirecta (interaccion de productos de radiolisis, por ejemplo
el radical OH’), atacando el doble enlace entre los carbonos 5 — 6 de las pirimidinas,

ocasionando rompimientos de cadena sencilla del DNA (9).

Dentro de los agentes quimicos ambientales que pueden causar dafio al DNA estan los
agentes alquilantes. Un ejemplo es el gas mostaza, que hace entrecruzamientos covalentes
con el DNA a través de guaninas (9). Siguiendo esto, los hidrocarburos aromaticos
policiclicos son otro ejemplo de agentes quimicos que causan dafio al DNA, formando
aductos covalentes con el DNA, el mas conocido es el benzo /a/ pireno, producido por el

tabaco y por la ingesta de comida y agua contaminadas por efluentes de combustion (13).

Un agente bifuncional importante es el farmaco antineoplasico cis — diamino — dicloro —
platinado Il (Cisplatino), que modifica al DNA, uniéndose covalantemente y formando

entrecruzamientos intra e intercatenarios entre guaninas adyacentes (14).

8.- MECANISMOS DE REPARACION DEL DNA

Debido a todo este dafio al que se encuentran expuestas las células, existen mecanismos de
reparacion del DNA con el propésito de mantener la integridad del genoma y por lo tanto la

supervivencia celular (15).
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La reparacion del DNA opera como un componente general de respuesta al dafio del DNA y
se sabe que defectos en estos mecanismos de reparacion conllevan a ciertas
enfermedades, tales como: Xeroderma pigmentoso, Sindrome Cockayne, Tricotiodistrofia,
Ataxia telangiectasia, etc. Las células censan el dafio en el DNA transitoriamente y bloquean
la progresion del ciclo celular, para detener la replicacion del DNA y la segregacion

cromosomica (16).

De esta manera la célula cuenta con el tiempo para reconocer y reparar el dafio ocasionado,
antes de que se convierta en una mutacion (15 — 16). Sin embargo cuando el dafio es
demasiado grave, las células se programan para una muerte celular, conocida como

apoptosis (16).
Dentro de los principales mecanismos de reparacion estan:

+« La reparacion por escision de bases (BER)
+ La reparacion por escision de nucleétidos (NER)
% La reparacion de bases mal apareadas

% Recombinacion homdloga.

8.1 Reparacioén por escision de bases (BER)

Este tipo de reparacion actia cuando ocurren lesiones en las bases del DNA originadas por
desaminacion hidrolitica, agentes alquilantes, radiacion ionizante (RI), y por diferentes
metabolitos celulares, y aun en forma indirecta por radiacion UV via generacion de ROS
(especies reactivas de oxigeno) (29). La base modificada o anormal en el DNA es removida
por una glicosilasa. El papel de las DNA glicosilasas es primordial en esta ruta, ya que son
las encargadas de dar la especificidad y eficiencia de reparacion, removiendo diferentes tipos
de bases modificadas (29). Una DNA glicosilasa hidroliza la unién glicosidica, el sitio abasico
resultante (AP) es removido por un par de endonucleasas AP, que corta 3" (AP liasa) y 5
(AP hidrolasa) al sitio AP y el nucleétido se reemplaza (27). En mamiferos la principal
endonucleasa es la Apel, ésta hidroliza el enlace 5 fosfodiester del sitio AP (8). BER cuenta
con dos subrutas que involucran la participacion de diferentes enzimas, teniendo como
resultado el reemplazamiento de un nucleétido (short — patch BER) o de dos o mas
nucleétidos (long — patch BER) (8). Este mecanismo de reparaciéon consta de 4 pasos
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principales: a) incision enzimatica del sitio AP, b) la escision del sitio AP unido a la cadena
sencilla fragmentada, c) la reparacion de sintesis del DNA y d) la ligacion del corte en el
fragmento del DNA que se dafio (27).

8.2 Reparacion por escision de nucleotidos (NER)

NER es una via de reparacion que es capaz de remover una variedad de lesiones en el DNA,
entre las principales estan, fotolesiones por luz UV, aductos y entrecruzamientos en el DNA
(31). Esta compleja via se ha conservado a lo largo de la evolucion y exige la accion
coordinada de cerca de 20 proteinas en células humanas (30). Consta de dos subvias para
realizar una reparacién mas eficiente, la reparacion acoplada a la transcripcion (TCR) y la
reparacion global del genoma (GGR). Las dos subvias difieren solo en el paso inicial del
reconocimiento de dafo. Consta de 5 pasos generales: a) el reconocimiento del dafo, b)
desenrollamiento de la hélice alrededor de la lesion del DNA, c) la incisién dual de la cadena
dafada, d) la escisién del fragmento dafiado y e) la sintesis de novo (18, 31). Se detallara

mas adelante sobre este mecanismo de reparacion, sus componentes y sus alteraciones.

8.3- Reparacion de bases mal apareadas (MISMATCH repair)

MISMATCH es un sistema esencial en todos los organismos porque mantiene la estabilidad
del genoma durante la duplicacion repetida. Se encarga de remover bases mal apareadas
debido a la desaminacion de bases inducida o espontanea, oxidacion, metilacion y errores en
la replicacion (21). Los principales blancos de MISMATCH son los apareamientos erroneos
en bases como: G/T (proveniente de la desaminacién de 5 — metilcitosina), G/G, A/C y C/C.
Este mecanismo de reparacion también se asocia con lesiones en el DNA inducidas
guimicamente, tal es el caso de la alquilacion de timina o citosina que induce 06 —
metilguanina, los entrecruzamientos intracatenarios 1,2 (GpG) generados por cisplatino, los

fotoproductos originados por UV y aductos en purinas ocasionados por el benzopireno (21).

Esta via de reparacion se compone de pocas proteinas bien conservadas que participan en
otros procesos, tales como: la actividad de antirrecombinacion entre secuencias divergentes,

promociéon de cruces meidticos, vigilancia del DNA dafiado, y diversificacion de



inmunoglobulinas (28). En organismos eucariontes las proteinas altamente conservadas son
las MSHs (MSH2 a la MSH6) (28).

Consta de 4 pasos principales: a) Reconocimiento de la lesién del DNA, b) discriminacién de
la cadena con la base mal apareada, c) escision de la cadena con la base mal apareada y d)

y sintesis de reparacion (21, 28).

8.4.- Recombinacion homadloga

Mecanismo por medio del cual se reparan rompimientos de doble cadena en el DNA (DSBSs),
como resultado de radiacion ionizante (RI), radiacion UV, ROS y quimicos genotdxicos
terapéuticos. Este tipo de dafio al DNA requiere de la participacion de mdultiples proteinas que
se encuentran altamente conservadas en todos los organismos eucariontes y deficiencias en

esta via de reparacion pueden causar enfermedades hereditarias (29).

Para la reparacién de DSB se requiere un gran fragmento de secuencias homélogas entre la
cadena dafada y la cadena templado. Actian genes del grupo “RAD 52" involucrados en la
supervivencia celular, y dentro de este grupo se encuentra RAD51, que es uno de los
mejores genes de recombinacion (en eucariontes), ademas mantiene la integridad del
genoma en meiosis y mitosis. En mamiferos se sabe que este tipo de reparacién actia en la

fase S y G2 del ciclo celular (29).

Existen 3 pasos para reparar los DSBs: presinapsis, sinapsis y postsinapsis. En la fase
presinaptica rad51 se ancla a la cadena sencilla del DNA (ssDNA), que se genera por la
degradacion de la regién 5° de los DSBs o por perturbacion de la replicacion. Surge el
filamento rad51 — ssDNA, se estira la cadena del DNA con este nuevo filamento para hacer
una busqueda mas rapida y eficiente de su homdlogo. Durante la sinapsis rad51 facilita la
formacion de una conexion fisica entre el sustrato de DNA “invadido” y el templado de DNA
homologo, llevando a la generacion del heteroduplex de DNA (D — loop). Se forman
filamentos en la doble cadena (Rad51 — dsDNA), tanto por cadenas invasoras y donadoras
ssDNA. Finalmente durante la postsinapsis cuando se sintetiza el DNA, se utiliza como

cebador a un invasor y Rad51 se disocia del DNA de cadena doble (32).
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9.- COMPONENTES DE LA VIA NER Y FUNCION

La via NER se encarga de reparar lesiones covalentes en el DNA (17). Entre los agentes que
causan dafio al DNA estan la radiacion UV que forma entrecruzamientos entre dos
pirimidinas adyacentes para formar un dimero de ciclobutano (CPDs) o un fotoproducto (6 —
4PPs) (19), también algunos agentes quimicos como el benzo [a] pireno diol — epodxido,
aminas aromaticas y algunas nitrosaminas (21). Existen otra clase de productos quimicos,
como los agentes crosslinking, que tienen la capacidad de forman dos enlaces covalentes
con el DNA, uno en la misma cadena (enlaces intracatenarios) y otro en ambas cadenas
(enlaces intercatenarios), un ejemplo de ello es el cisplatino (cis — dicloro — diaminoplatino)
(14).

La reparacion por escision de nucledtidos consta de dos rutas para reparar el dafio en el
DNA, la reparacion global del genoma (GGR) y la reparacion acoplada a la transcripciéon
(TCR) (24, 26). La reparacion acoplada a la transcripcion (TCR) asegura que la hebra
transcrita de genes activos se repare con mayor prioridad que el resto del genoma, por medio
de la RNA polimerasa I, mientras que la reparacion del genoma global abarca partes no
codificantes del genoma, en genes silenciados y en la cadena no transcrita de genes activos
(20, 26).

Los mecanismos en NER involucran varios pasos: reconocimiento del dafo, apertura de la
burbuja de desnaturalizacion, incision de la cadena dafiada y el reemplazo de la cadena que

contiene el dafio, la resintesis, y la ligacion (18).
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9.1 Reparacion global del genoma (GGR)

En la reparacion global del genoma el DNA dafiado induce una distorsion de la hélice y este
dafio es reconocido por el complejo XPC — hHR23B y centrina 2, ademas la proteina de
replicacion A (RPA) y la proteina XPA que tiene afinidad al DNA (22). Estos factores llegan
de manera secuencial al sitio dafado y constituyen el complejo de preincision (22). La
apertura de la burbuja de desnaturalizacion es llevada a cabo por el factor de replicacion IIH
(TFIIH), que tiene a las subunidades ciclina H, cdk 7 y MAT 1, formando al complejo cinasas
activadas por ciclinas (CAK) que fosforilan la subunidad grande de la RNA polimerasa Il (26),
ademas contiene a las helicasas XPD y XPB que median la separacion de la cadena al sitio
de la lesion (25). La incisién de la cadena dafiada es llevada a cabo por la endonucleasa
XPG en direccion 3" - 5" y por el heterodimero XPG — ERCC1 que actia como exonucleasa

en direccién 5°- 3" (23, 26). La resintesis de la nueva brecha en formacion en el DNA se da
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por las DNA polimerasas delta y épsilon y el antigeno nuclear de proliferacion celular PCNA

(16). Finalmente la ligacién es llevada a cabo por la DNA ligasa | (16).

9.2 Reparacion acoplada a la transcripcion (TCR)

En la reparacion acoplada a la transcripcion (TCR), la RNA polimerasa Il se estanca por
lesiones en la cadena transcrita de genes activos y atrae a enzimas de NER. NER procede
como en la reparaciéon del genoma global pero con la participacibn de otras enzimas
adicionales, CSA (necesaria para reclutar sustratos especificos) y CSB estan implicados en
la activacion de la cascada de reparacion del DNA (24). Estas proteinas remueven
eficazmente lesiones que bloguean la transcripcion del DNA y que no estan siendo
removidas por NER normal. También ayudan a la RNA Pol Il cuando pasa por alto sitios
dafados en el templado dentro de la reparacion o desempefian un papel en la liberacion de

complejos bloqueados de la transcripcion durante el dafio (22 - 24).

A continuacién se enlistan las principales proteinas de NER, caracteristicas y funcion (Tabla
1).

Proteinas Subunidades Propiedades y actividades Funciones en NER
XPC - XPC (p125) Se une al DNA Reconocimiento  del dafo
hHR23B HR23B Estabiliza el heterodimero primario
CSB CSB Se une al DNA
XPA XPA (p36) Contiene dedos de Zn?* y | Participa en el ensamblaje del
también se une al DNA heterodimero, en el
reconocimiento y verificacion
del dafo
RPA RPA 70 (p70) Contiene dedos de Zn?*y se | Ambos estabilizan la cadena
une al DNA sencilla del DNA vy participan
RPA 32 (p32) Se une al DNA en el reconocimiento del dafio.
RPA 14 (p14) Ensambla heterodimero y se
une al DNA
TFIIH XPB (p89) ATPasa dependiente de DNa | Las subunidades participan en
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XPD (p80)

P62
P52
P44
P34

CDK7 (p40)
Ciclina H (p36)

MATI (p32)
P8
XPG XPG (p33)
ERCC1 - XPF | ERCCI (p40)

XPF (p115)

y tiene funcién de helicasa
en3'—> 5°

ATPasa dependiente de
DNA vy tiene funcidén de
helicasaen 5" —> 3~
Subunidad nuclear
Subunidad nuclear
Contiene dedos de Zn?*
Contiene como dominio al
“ring finger”

Proteina cinasa

Subunidad regulatoria de

proteina cinasa

Estabiliza el complejo
Endonucleasa estructura
especifica

Estabiliza el heterodimero

Endonucleasa estructura

s,

el desenrollamiento del DNA,
detectan el dafio y participan

en el ensamblaje del complejo

Incide el dafio en direccién 3°

Inciden el dafio en direccién 5°

Tablal. Principales componentes de NER y funcion (114)

10.- AGENTES ANTINEOPLASICOS Y NER

Retomando que NER es una via que se encarga de reparar varios tipos de lesiones en el

DNA y dentro de las cuales estan la formacién de aductos, ya sean producto de

carcind6genos quimicos o por

importancia, y en particular los agentes platinados (33).

entrecruzamientos, los agentes antineoplasicos toman gran

Conociendo que la proliferacion neoplasica se caracteriza por la aparicion de clonas

celulares que se reproducen con aparente insensibilidad a los mecanismos de regulacién del
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crecimiento celular, esta cualidad se aprovecha en la practica clinica para mejorar la
especificidad de los agentes antineoplasicos (34). Con frecuencia se emplean los farmacos
antineoplasicos para erradicar metastasis establecidas, prevenir recurrencia de la

enfermedad después del tratamiento local o reducir el tamafio del tumor antes del tratamiento

local (35).

Biosintesis de
pirimidina

AY
AY
AY
AY

——
ANTIMETABOLITOS .‘=2\- -------

AY

Inhiben la formacién o y
polimerizacion de
acidos desoxinucleicos
para sintesis de DNA

AGENTES DIVERSOS
Actuan en la sintesis
de proteinas (L-
asparaginasa) e
inhiben el ciclo celular
(hidroxiurea)
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1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
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AGENTES ALQUILANTES
Causan enlaces
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/ ANTIBIOTICOS
A Rotura de cadenas de
> DNA o se unen al DNA
7 para impedir
I ,~ desenvolvimiento de la
s hélice.

w. HORMONAS
s Act@ian en la sintesis
de acidos nucleicos

\
\
\
\
\
A
A
\
\
\
A}

AGENTES DERIVADOS DE PLANTAS
Se unen a tubulina e inhiben la funcién de
los microtibulos

DNA - proteina

Fig4. Mecanismo de accién de los principales grupos de farmacos antineoplasicos

En condiciones sanas, cuando se alcanza una masa critica, el conjunto de células deja de
multiplicarse, sin embargo este mecanismo parece no actuar en la proliferacién cancerosa.
En tejidos sanos existe un desarrollo segun la curva de Gompertz, es decir, en un principio
se espera que exista un crecimiento exponencial y durante la fase logaritmica la fraccion de
crecimiento es elevada, el tiempo de duplicacion es breve y un gran numero de células es
sensible a los farmacos especificos. Al crecer una masa tumoral, la velocidad de crecimiento
disminuye y la curva de crecimiento puede alcanzar la fase de meseta. Esta fase estacionaria
es la que ha alcanzado la mayoria de los tumores humanos en el momento de su
diagnodstico, se caracteriza por su baja frecuencia de crecimiento, por su largo tiempo de

duplicacién y por una escasa sensibilidad a los farmacos especificos (34).
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Los farmacos antineoplasicos se clasifican con base en su mecanismo de accion y su origen.
Se pueden designar seis clases: Agentes alquilantes y de union al DNA (ej. Platinos,
ciclofosfamida, mitomicina C, etc), antimetabolitos (Metotrexato, 5 — fluoruracilo, gemcitabina,
etc), antibidticos (Actinomicina D, doxorrubicina, bleomicina, etc), derivados de plantas
(vincristina  vinblastina, etoposido, etc), hormonas (tamoxifeno, glucocorticoides,

antiandrégenos, etc), y agentes diversos (L — asparaginasa y hidroxiurea).

10.1.- Platinos: Caracteristicas principales

La mayoria de los compuestos platinados usados contra el cancer exhiben la formula general

cis — [PtX2 (NHR2)2], en donde R = fragmento organico y X = grupo saliente (ej. Cloro) (36).

El factor clave que explica por qué el Pt es claramente mas util se relaciona con su cinética
de intercambio de ligando. Una importante propiedad de los componentes de platino, es el
hecho de que el enlace Pt — ligando, que es termodinamicamente mas fuerte que un enlace
tipico, es mucho mas débil que enlaces covalentes dobles o sencillos C-C, C-Ny C - O.
El intercambio de los componentes ligando de los compuestos platinados, es muy lento
permitiéndoles una alta estabilidad cinética (36).

Otro fendmeno inusual entre los platinos hace referencia a sus ligandos preferidos. Pt (I1)
tiene una fuerza termodinamica preferente para enlaces S — ligando donador, por esta razén
se podria predecir que los compuestos platinados nunca alcanzarian al DNA debido a la
presencia de platindfilos celulares (S — ligando donador, tal es el caso de la glutation o la

metionina) que compiten por ligandos en el citosol (36).

Los compuestos platinados forman entrecruzamientos intracatenarios en el N7 de guaninas
adyacentes en el DNA (d (G*pG*)), se piensa que esta lesion es critica para la actividad
cisbifuncional de sus analogos (37). Segun su estructura quimica se clasifican en forma cis y
forma trans. Los ligandos L de los agentes cis — activos (ej. Oxaliplatino) tienen relativamente
menos volumen en la proximidad de de las dos G*. Sin embargo cuando L es voluminoso la

actividad disminuye y aumenta la toxicidad (37).

Se conoce que los compuestos cis bloquean el crecimiento celular y dentro de estos el mas

activo es el cisplatino, que tiene actividad antitumoral, mientras que los compuestos trans no



muestran tal actividad (36, 37). Una caracteristica de los ligandos trans es que son mas

rapidamente sustituidos que los ligandos cis (36).

A continuacion se enlistan algunos de los principales agentes platinados (Tabla 2).

Compuesto | Mecanismo de accion Formula quimica
Cisplatino Se activa en medio intracelular pobre en
Cl, sufre hidrolisis y se une al DNA, NH; Q
alterando su configuracién e inhibiendo
su replicaciébn. También puede ejercer
accion en determinadas proteinas (41).
Carboplatino | Analogo al cisplatino. Su grupo saliente
es un ligando de
ciclobutanodicarboxilato menos labil se H;3;N
al entrar a las células por difusion
pasiva sufre hidratacion mas lentamente 3 0
que los cloros del cisplatino (47).
Oxaliplatino | Analogo al cisplatino. Requiere hidrolisis
para estar en contacto con el DNA y al IE[
formar las especies reactivas (1,2- \ /OKO
DACH diaga platinum (Il)) es un 0
proceso mas lento comparado con el
cisplatino (47).

Tabla 2. Principales agentes platinados

Considerando que el cisplatino es un agente muy utilizado en la practica clinica contra el

cancer, enfatizaré mas sobre este farmaco.
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10.2.- Cisplatino: Mecanismo de accién

El cis — Diaminodicloro — Platino (Il) fue primeramente descrito en 1845, sin embargo sus
propiedades antineoplasicas fueron descubiertas hasta 1964, como un potente y efectivo
agente antitumoral, descubierto por Barnett Rosenberg (36).

La efectividad de la droga ha sido reconocida en una gran cantidad de tumores solidos:
ovario (38), vejiga (36), de cabeza y cuello (36), testiculo (34), cancer de pulmon (34),

cervical y linfoma (38).

El mecanismo de accion del cisplatino es entrar a la célula por difusion pasiva (39, 41),
aungque también se cree que podrian estar involucrados ciertos canales transmembranales
(40). Una vez dentro de la célula el cisplatino sufre hidrélisis y pierde los dos iones cloruro y
obtiene dos moléculas de agua (38), lo cual lo hace mas reactivo para blancos celulares (40).

Una vez que el cisplatino tiene carga positiva interacciona con moléculas nucleofilicas, como
RNA, proteinas y cerca del 1% de este farmaco con el DNA (40), que es el blanco biologico
mas importante de esta droga (41). EI atomo de platino del cisplatino forma uniones
covalentes con el DNA generando aductos (41, 46).Estos aductos pueden ser
monofuncionales o bifuncionales en el atomo N7 del anillo imidazol de purinas G8 y G9 (45),
asi como entre- cruzamientos DNA — proteina. Los aductos bifuncionales pueden tomar la
forma de entrecruzamientos intracatenarios o intercatenarios, causando distorsiones en el
DNA y alterando la doble hélice (42, 44). Los entrecruzamientos intracatenarios son los mas
frecuentes de los aductos formados entre el DNA con el cisplatino (90%). Estos aductos se
pueden formar entre dos guaninas adyacentes, 1,2-d(GpG) con un 60 — 65% y entre una
adenina y una guanina 1,2-d(ApG) que representan entre un 20 — 30% (38 - 48). Los
entrecruzamientos intercatenarios 1,3-d(GpXpG), que corresponden al 8 -10%, entre una
base adyacente entre dos guaninas. Los aductos menos comunes son los monofuncionales,

gue comprenden entre un 2 — 3% (39).
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Fig. 5. Aductos DNA — cisplatino: a) DNA — monofuncional, b) intracatenario, c) intercatenario, d) DNA - proteina

La presencia de las proteinas de alta movilidad (HMG), que se asocian a la curvatura de la
cromatina y son capaces de reconocer y unirse al DNA, especificamente en los
entrecruzamientos intracatenarios 1,2-d(GpG), se piensa que son las responsables de la
sensibilidad del cisplatino. En testiculo, un tejido sensible al cisplatino, se expresan

proteinas con dominios HMG (38).

Una vez que se ha producido el dafio en el DNA se inhibe la sintesis y se puede alterar la
replicacion y la transcripcién por medio de proteinas relacionadas con la cromatina, ademas
se ha visto que también hay acortamiento y degradacion de telomeros (39). Las sefiales de
transduccion via p53 pueden mediar la citotoxicidad por cisplatino. Una vez activo p53 activa
varios genes blanco rio abajo (XPC, RPA, TFIIH, PCNA, BRCAL, CBS), p21/Wafl, MDM2,
GADD45, y genes proapoptoticos, que activaran varios procesos celulares, dependiendo del
dafo, decidiran si la célula sigue un arresto celular y la consecuente reparacién o si entra a

apoptosis (41).

11.- GENES DE REPARACION NER Y POLIMORFISMOS

NER es el principal mecanismo de reparaciéon de aductos por platinos, y los genes de
reparacion de dicha via tienen un papel primordial en el reconocimiento del dafio en el DNA.
Tal es el caso de XPC, donde se conoce que defectos en esta proteina se asocian con
alteraciones en proliferacion y ciclo celular. Otras proteinas de gran importancia son XPA 'y
ERCCL1. La baja regulacion de la expresion de XPA por una transfeccion de RNA antisentido
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puede reducir la reparacion del DNA y posteriormente ocasionar resistencia a cisplatino en
células tumorales. Para el caso de ERCC1 se detallara y especificara mas sobre este gen de
reparacion (47).

11.1 Polimorfismo

Un polimorfismo es una variacion genética, que se encuentra en al menos 1% de la

poblacion (6).

Existen varios tipos de polimorfismos, los de un solo nucleétido (SNP) y los de repetidos en
tandem (VNTR) (6).

11.2 Polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP’s)

Un SNP es un cambio en un solo nucleétido de una secuencia de DNA en el genoma, que
difiere entre miembros de especies biolégicas o pares de cromosomas en humanos. Estos
cambios se encuentran por lo general cada 300 — 1000 pares de bases (pb) (49) y se

encuentran entre cerca del 1 — 2% de una poblacion (51).

El uso de polimorfismos para el estudio de organismos y de humanos ha tenido gran auge.
Los SNP’s son considerados buenos marcadores genéticos para estudios de poblacion y
evolucion (49).

Es muy importante hacer la asociacion que existe en la literatura sobre la importancia de los
SNP’s como marcadores predictivos para respuesta al tratamiento, toxicidad y supervivencia
en pacientes con cancer (50). Se sabe que cerca del 20 — 30% de SNP’s no sinGnimos en
regiones codificantes de genes de NER pueden alterar la estructura, funcion, plegamiento y
estabilidad de una proteina.
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11.3 Polimorfismos del gen ERCC1

ERCC1 es un gen muy importante en NER ya que junto con XPF, se encarga de incidir la
cadena dafnada. Se encuentra en el cromosoma 19q13.2 — 13.31126380 y tiene 10 exones.
ERCC1 tiene dos dominios: el dominio HhH, HhH, (residuos 220 — 297) con el que
interacciona con XPF y un dominio central (residuos 91 — 118aa) que le permite su
interaccion con XPA (113).

El promotor de ERCC1 se encuentra en una region altamente conservada a 5kb (497pb) rio
arriba del exon 1 (112).

Actualmente existe interés particular en estudiar genes involucrados en vias de reparacion
del DNA, especialmente en los polimorfismos de genes de reparacion de la via NER (de la
cual ya se hablé anteriormente), y particularmente SNP’s del gen ERCC1 que se asocian con
prondstico de cancer gastrico y colorrectal (11615C—>T) (58), respuesta a radioterapia en
cancer de esoéfago y pulméon (C118T) (56 - 57), riesgo en cancer colorrectal (19007T—->C)
(54) y glioma (8092C—>A) (55), supervivencia en cancer de pulmén (8092C>A -
118Asn—>Asn) (52), ovario (8092C—->A) (53), y citotoxicidad a CDDP a nivel de RNAm de
ERCCL1 en glioma (50).

A continuacion se enlistan los polimorfismos de ERCC1 que mas se han estudiado en (Tabla
2), asi como las frecuencias del genotipo polimorfico de ERCC1 8092C—>A en diferentes

poblaciones (tabla 3).

Polimorfismo ERCC1 Tipos de Cancer

8092C>A Pulmén, glioma, ovario, cabeza y cuello, colorrectal
19007G>A Colorrectal

118Asn—>Asn Pulmén, esofago

19007T->C Colorrectal

15310G->C Colorrectal

17677A>C Colorrectal
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19716G->C Colorrectal

11615C>T Colorrectal y gastrico
15310G>C Colorrectal
17677A>C Colorrectal
19716G>C Colorrectal
11615C>T Colorrectal y gastrico

Tabla 3. Polimorfismos del gen ERCCL1 y tipos de cancer donde se han estudiado.

Ref. Grupo étnico Poblacién de n c/iC C/A A/A
estudio

55 Caucasicos Control 159 81 70 8
Glioblastoma 122 73 43 6

105 Canadiense Ca. de mama 56 56 32 7

106 Caucasicos Control 1358 56 38 6
Ca. de pulmodn 1752 56 37 7

107 Caucasicos Control 454 57 37 6
Ca. esofageal 312 50 41 9

108 Norteamericana | Control 1994 57 38 6
Tumores 1015 57 37 6
cerebrales

98 Europea Ca. de prostata | 376 56 35 9

70 Eslava Ca. de ovario 104 61 37

100 Mexicana Control 126 34 64 28
Ca. de testiculo | 124 33 64 27

109 Caucasicos Control 823 432 344 47

Europeos

Ca. de Cabezay | 1169 638 427 104

cuello

Tabla 4.Frecuencias genotipicas del polimorfismo 8092C—>A del gen ERCC1 reportadas en diversas poblaciones
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El polimorfismo 8092C—->A se ha asociado con supervivencia y respuesta al tratamiento con
platinos en varios tipos de céncer, por lo que seria importante estudiar los procesos
moleculares y celulares, asi como los efectos que ocurren durante los mecanismos de

reparacion.

12.- POLIMORFISMO 8092C->A DEL GEN ERCC1: ANTECEDENTES

ERCCL1 es un gen crucial para la vida que al estar conservado en varios organismos, como
por ejemplo plantas (AtERCC1) (77, 78), las bacterias (UvrB, UvrC, UvrA) vy las levaduras
(RAD10), asi como en humanos, habla del papel primordial de este gen a lo largo de la
evolucion (60, 61, 62, 63). Dada su importancia en la via NER, dicho gen ha sido objeto de

estudio para poder entender su funcionamiento.

Se conoce que los ratones knockout de ERCC1 mueren tempranamente después del destete
(64). En condiciones normales, en modelos de raton, ERCC1 participa en el envejecimiento,

desarrollo normal cerebral y en los procesos de las inmunoglobulinas (64).

Alteraciones en este gen pueden ocasionar defectos en la via NER y por tanto en la
reparacion del DNA (64). En tejidos sanos (ovario, pulmén, mama, préstata, estomago,
intestino, vejiga, colon, rifidn, higado, testiculo, bazo y linfocitos) se sabe que la expresiéon de
genes de reparacion asociados a la via NER estdn activamente transcritos, y que la
expresion de ERCC1 es alta en comparacion con otros genes de reparacion. Lo cual refleja
el importante papel de este gen en la via NER (67). ERCC1 es muy importante en la via
NER, ya que participa en la de reparacion de aductos en el DNA ocasionados por
compuestos platinados (68). Se sabe que en el caso de tejido de cancer de ovario, y lineas
celulares de cancer de ovario, niveles de expresion del mRNA de ERCC1 y XPA se asocian
a respuesta a tratamiento con platinos, por lo que un aumento en la expresion del mensajero
incrementard la eliminacion del DNA dafiado (69). De manera similar se sabe que bajos
niveles de expresion de ERCC1 se asocian a mejor respuesta a quimioterapia con cisplatino

en carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello (71).

Ante este panorama se ha propuesto que variaciones en la capacidad de reparacion del DNA

a través de la presencia de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) de genes de
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reparacion del DNA se asocian con inestabilidad genética y alto riesgo de desarrollar

procesos carcinogénicos (65).

Uno de los principales polimorfismos del gen ERCC1, es el 8092C—>A. Existen varios
estudios donde se observa la asociacion de este polimorfismo con sobrevida global y

respuesta ante el tratamiento con platinos y para ciertos tipos de cancer (64).

En cancer de ovario el genotipo wild type (CC) de ERCC1, predice mejor sobrevida global, a
diferencia del genotipo polimorfico (AA), donde al menos con tener un alelo AA o CA, indica
mayor riesgo de progresion de la enfermedad y muerte, en pacientes con cancer de ovario
avanzado, con tratamiento conjunto de cisplatino y paclitaxel (53), de manera similar se ha
visto que en adenoma esofagueal la presencia del polimorfismo 8092C—>A de ERCC1 se
asocia con riesgo para presentar esta enfermedad (72). Este efecto podria correlacionarse
con la toxicidad que ejerce el cisplatino en los pacientes con cancer de ovario, donde el
genotipo CA exhibe un alto riesgo de padecer nefrotoxicidad (70). Se ha visto de igual
manera que la presencia del polimorfismo AA en cancer de pulmoén predice mayor

supervivencia global (73).

Asi mismo hay una relacion entre el polimorfismo 8092C->A del gen ERCC1, y la presencia
de tumores cerebrales, tal es el caso de los gliomas. Donde existe una fuerte relacion de este

polimorfismo AA con la presencia de tumores cerebrales (55).

Tomando en cuenta este efecto que tiene tanto el gen ERCC1 como su polimorfismo, se
enfoco el interés por conocer cOmo se encuentra su mensajero. De acuerdo con ello existen
estudios donde se observa que los niveles de expresion del mensajero de ERCC1, podrian
estar modulando la funcién del gen y por tanto alterar la funcidon de la proteina. Tal es el caso
de cancer de pulmén de células no pequefias donde se observa que niveles bajos de
expresion mMRNA de ERCC1 predice una mejor respuesta al tratamiento con cisplatino y
mayor supervivencia (74). No obstante en cancer de ovario se ha observado que niveles de
MRNA de ERCC1 aumentados se asocian con falta de respuesta y resistencia en pacientes

con cancer de ovario (69).

En lineas celulares de cancer de testiculo se ha observado que la expresion de la

endonucleasa ERCC1 — XPF tiene un papel primordial en la reparacion del DNA y en

especifico de aductos intercatenarios ICL’s, ya que en ausencia de este factor causa una
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deficiencia en la reparacion de este tipo de aductos, lo cual conlleva a la sensibilidad al

cisplatino (59).

13.- JUSTIFICACION

Debido a todos estos antecedentes donde se observa el importante papel que tiene el gen
ERCC1 en la reparacion por escision de nucleotidos y que el polimorfismo 8092C—->A tiene
un efecto de respuesta y supervivencia en ciertos tipos de cancer, se planted la idea de
estudiar este gen en condiciones sanas para observar si este efecto se da de manera similar

en la viabilidad celular con el tratamiento con cisplatino.

14.- PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cuadl es el efecto celular del polimorfismo de ERCC1 8092C—->A ante el tratamiento con

cisplatino?

15.- HIPOTESIS

Células con genotipo homocigo polimorfico tendran menor capacidad de reparacion del
DNA vy, por lo tanto, menor viabilidad y proliferacion celular en comparacion con las células

portadoras del genotipo homaocigo silvestre al tratarlas con cisplatino.

16.- OBJETIVO GENERAL

Estudiar la asociacion que existe ante la presencia del polimorfismo de ERCC1 8092C>A
en la viabilidad celular, asi como la evaluacion del dafio al DNA en cultivos de linfocitos
tratados con cisplatino.
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17.- OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Determinar el genotipo de individuos sanos del polimorfismo 8092C—>A de ERCC1, para

aislar y cultivar linfocitos
2.- Medir la proliferacion de los linfocitos tratados con cisplatino.
3.- Establecer el IC50 en cultivos de linfocitos tratados con cisplatino.

4.- Determinar la viabilidad de los cultivos de linfocitos con el genotipo polimérfico (A/A),
tratados con cisplatino, y hacer una comparacion con los genotipos silvestres (C/C) y con los
heterécigos (C/A).

5.- Analizar y comprobar el dafio en el DNA de ambos genotipos por medio de la técnica de
micronucleos por bloqueo de citocinesis y correlacionar el polimorfismo con mejor repuesta al

tratamiento.

18.- MATERIAL Y METODOS.

18.1.- Determinacion del polimorfismo del gen ERCC1 8092C->A en muestras de

sangre periférica de individuos sanos.

Se reclutaron a 86 individuos sanos de la Facultad de Ciencias de la UNAM y del Instituto
Nacional de Cancerologia de entre 20 y 30 afios de edad, principalmente varones, evitando
asi, resultados inespecificos generados por la edad y sexo.

18.2. Parametros de selecciédn de individuos sanos

+«+ Se obtuvieron un total de 86 muestras por donacion voluntaria, 30 mujeres y 56 hombres

sanos que fueran fumadores y bebedores de alcohol de manera poco frecuente o nula. Esto
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para evitar enmascarar el efecto de los genotipos de interés con otras variables que no sean

las elegidas para este estudio.

+» Se realizaron encuestas a los donadores sobre su estado de salud, estilo de vida, y lugar
de residencia. Individuos con enfermedades contagiosas y muy infecciosas como gripe,
hepatitis o VIH, inmediatamente se descartaron para este estudio. La edad promedio que se
tomd de referencia fue de entre 20 y 30 afios, con el fin de mantener una poblacién

homogénea, previniendo los riesgos que conllevan los procesos celulares del envejecimiento.

% Los individuos incluidos para este estudio en su mayoria fueron hombres, aunque también

se consideraron a mujeres.

+ Los cultivos de linfocitos se realizaron en condiciones de ayuno para cada individuo de

interés.

+ Finalmente se corrobor6 que los donantes fueran de nacionalidad mexicana con un

minimo de tres generaciones (padres y abuelos).

18.3 Aislamiento de DNA

Se obtienen 5 mL de sangre periférica en un Vacutainer'™™ con EDTA (Becton Dickinson,
USA), después se traslada el volumen obtenido a un tubo Falcon™ de polipropileno de 15
mL y se almacena por 24h como minimo a -70 ° C. Antes de empezar la extraccion de DNA,

se lleva la muestra a bafio maria a 37 °C por 15 minutos para descongelar la sangre.

Cada tubo fue llevado a 13mL con buffer de lisis SSC 1X (lisis de glébulos rojos), se
resuspendié por inmersién y se realizé una centrifugacion a 3500 G por 5 min (LaboFuge

400, Heraeus Instruments).

% Se retird el sobrenadante una vez terminada la centrifugacién y se desechd en un vaso
de precipitados con cloro para inactivar la sangre. Solamente se retira ese volumen

porque existe el riesgo de no observar el pellet.
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Se adicion6 13mL de buffer SSC 1X como en un inicio, se resuspendio perfectamente y
se realiz6 otra centrifugaciéon a 3500 G por 5 min. Este paso se llevo a cabo las veces que
fueran necesarias hasta observar que la coloracion rojiza en el tubo disminuia lo mas

posible

Una vez retirado todo el sobrenadante de la ultima centrifugacién se adicion6 500 pl de
acetato de sodio 0.2 M y se mezclo6 perfectamente.

Se adiciona 1.4 mL de acetato de sodio 0.2 M, 125 pl de SDS al 10% y 30 pul de
proteinasa K (20 mg/mL en agua). Mezclar ligeramente e incubar durante 24h en un bafio
maria a 55°C

Trancurridas las 24h, se afadié 600 ul de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (en una
proporcién de 25/24/1) y mezcld durante 10 minutos en rotator (ORBITRON ROTATOR
I™. Modelo 260200. BOEKEL INDUSTRIES, INC.)

Se recupero la capa acuosa en un tubo nuevo, se adicion6 600 pl de cloroformo y se

centrifug6 a 3500 G por 5 min.

Se removid la fase acuosa a un tubo nuevo y se agrego 2 ¥z vols. de etanol absoluto frio

(-20°C) para precipitar y recuperar el DNA.

Se hizo el spooling y se pasé el material a un tubo eppendorf™de 1.5mL, se llené el tubo
con EtOH al 70% frio y se mezclé perfectamente (esto se lleva a cabo para lavar el DNA

de sales), posteriormente se centrifugd a 12000 r.p.m. por 2 min.
Se retir6 el EtOH y se dej6 secar a 55°C o a temperatura ambiente en un lugar sin flujo de

aire (aprox. 5 min.), se resuspendio en Tris — EDTA (10/0.1M) y se incubs a 55°C durante

24h y finalmente se guardd el DNA a -20°C para procedimientos posteriores.
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18.4 Cuantificacion de la cantidad y pureza del DNA

Terminada la extraccion de DNA se procedi6 a cuantificar la muestra en un
espectrofotometro (ND — 1000, Nanodrop Technologies, Inc., USA).

La evaluacion de la pureza se consideré en un rango de lectura de 260/280nm. ElI DNA es
leido a 260nm y las proteinas a 280nm. Es importante tomar en cuenta que para determinar
la pureza de extraccidn se considera la proporcion 260/280, esto nos permite evaluar el
contenido de DNA/proteinas, una proporcién ideal es a 1.8, ya que una proporcién menor

indica contaminacion con proteinas.

I I | Measurement complete 0840142013 11:09 | I
| | I Default

Fig. 6. Cuantificacion del DNA a partir de su extraccion en sangre periférica.

18.5.- Amplificacién del fragmento 3'UTR del gen ERCC1 mediante la reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR)

A partir del DNA extraido de la sangre periférica se realizé la amplificacién del fragmento de
interés mediante PCR

+«+ Se obtuvieron las muestras de -4°C y se ponen a bafio maria por 24h a 55°C.
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+ Se hacieron alicuotas de 10uL de DNA (aproximadamente de 200 ng DNA) de cada
individuo para tener un stock de las muestras y evitar estar manipulando las muestras

originales con el riesgo de contaminarse.
+ Se tomo 1uL de cada muestra de DNA y se coloc6 en los tubos para PCR.

+«+ Se preparo un tubo para un mix total (dependiendo del nimero de muestras que se vayan

a realizar).

En el caso de ERCCL1 se utilizaron los siguientes primers:

Forward: 5 - TAGTTCCTCAGTTTCCCG - 3
Reverse 5" - TGAGCCAATTCAGCCACT - 3

Reactivos: Volumen (uL) por reaccion
Para 1 reaccion
Buffer 10X 1uL
DNTP'S 0.2uL
MgCl 0.3uL
Forward 0.2uL
Reverse 0.2uL
Tap Polimerasa 0.1uL
Templado (DNA) 1uL
Agua destilada \ 7[.\|L )
10uL

+ Se colocaron los tubos en termociclador Gene Amp. PCR Systems 9700, Applied
Biosystems (para 40 ciclos):

94°C por 3min Iniciacion
94°C por 45seg Desnaturalizacion
55°C por 30seg Alineacion

72°C por 1min 30seg Elongacién
72°C por 10min Elongacién final

4°C Mantener la reacciéon
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+ Se hizo un gen de agarosa al 3% con TBE al 0.5% para observar la amplificacion del
fragmento deseado. El fragmento de DNA del gen de ERCC1, producto de la PCR, tiene una
longitud de 255pb.

18.6.- Polimorfismos por longitud de fragmentos de restriccion (RFLP por sus siglas
en ingles)

% Se prepard el mix de la digestién (considerando el nimero de muestras que se van a

digerir)

Reactivos

Para 1 muestra a digerir

Buffer NEB, 1uL
Enzima Mboll 0.25uL
DNA 3uL

Agua bidestilada 5.75uL

10pL

+ Se incubo a 37°C por minimo 16h las muestras de DNA por PCR.

+» Posteriormente se guardaron las muestras a -20°C para los analisis posteriores.

% Se realizé un gel de agarosa al 1% con TBE 0.5% para observar los diferentes genotipos
de ERCC1.

Se observaron diferentes fragmentos segun el genotipo como a continuacion se muestra:

Sitios de corte de la enzima de digestiéon Mboll GAAGA
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Sitio de polimorfismo GAAGC cambia una C por una A y se genera el sitio en el que corta la
enzima.

C/C
91pb 6pb 158pb

AIA I

91pb 6pb 117pb 41pb

18.7.- Viabilidad celular

% Se obtuvé una muestra de sangre como se describe en el punto 15.3

+« A partir de sangre total se aislaron linfocitos de sangre periférica para cultivarlos y realizar

la medicion de viabilidad celular por medio de la técnica de conteo con azul tripano.

18.8 Aislamiento de linfocitos de sangre periférica

% Se tomaron entre 25 y 60 mL de sangre periférica del individuo de interés (C/C, C/A o A/A)

en un Vacutainer™ con heparina (Becton Dickinson, USA).

I™ (el volumen de Ficoll™ debe

+ Se afiadio a un tubo conico (50mL) 1 volumen de Ficol
ser el mismo que el volumen de sangre total para el experimento). Posteriormente se

adiciono 1 volumen de sangre total lentamente y apoyandose en la pared del tubo. Deben de

mantenerse las dos fases en el tubo una vez afladida la sangre.

« Se centrifugdé (centrifuga Eppendorf) en tubos conicos a 1600 rpm por 30 min.

Considerando aceleracion 5y freno 0.
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< Terminada la centrifugacién se extrajé la capa linfocitaria a un nuevo tubo cénico PET™
de 15mL (Becton Dickinson, USA). La distribucion por densidad es de la siguiente manera:

suero, linfocitos, Ficoll™ vy eritrocitos.

=== Suero
--- Linfocitos

_— . TM
Ficoll

---- FEritrocitos

% Se agreg6 PBS sin llenar totalmente el tubo (para evitar contaminacién), se mezclé por

inversion y se centrifugd a 1200 rpm por 10 min.

+» Se retird el PBS y se afadio al pellet un volumen arbitrario de medio RPMI (1% ANE, 1%

Anti, y 10% SBF). Se repitio este paso dos veces.

% Para realizar el conteo de los linfocitos con la camara Neubauer se preparé una dilucién

(1:3): 40uL de azul tripano y 20uL de células.

+ Se realiz6 el conteo de los 4 cuadrantes principales y se llevo a cabo el siguiente calculo:
(No. de céls/ 4) X 10000 X No. de mL en los que se resuspendié el pellet. El resultado es el

total de células con las que contamos.

% Se sembraron 1.5X10° millones de células por cultivo. El volumen final de la caja T25 es
de 10mL + 200pL de fitohemaglutinina (2%).

% Se dejo proliferar por 48h el cultivo de linfocitos a en una incubadora 37°C y con CO, 5%

antes de poner el tratamiento.
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18.9 Condiciones de cultivo de linfocitos.

Linfocitos: origen y uso como cultivo primario

+ Los linfocitos se desarrollan a partir de células madre. En esta fase de su desarrollo, las
células son inmunolégicamente incompetentes ya que carecen de la capacidad para iniciar
una respuesta inmunitaria. Un cierto nimero de las células madre linfoides emigran del tejido
mieloide hacia el timo. El timo experimenta un aumento debido a su proliferacion y maduran
para convertirse en células T, y solo una pequeiia porcion llega a los tejidos periféricos como

células T maduras, capaces de efectuar una respuesta celular (75).

+» Los linfocitos en cultivos primarios tienen ciertas caracteristicas que los diferencian de las
lineas celulares: conservan la morfologia de las células del érgano del que fueron aislados,
sus cromosomas tienen un nimero diploide (2n), su crecimiento in vitro es limitado y no hay
inhibiciébn por contacto (76). Ademas de que al estar mas cerca de las células que los
originaron, se ve reflejado en una mejor actividad y funcionalidad similar a su ambiente
natural (76).

Requerimientos nutricionales

+ Se sembraron linfocitos en cajas T25 con cuello inclinado (CORNING), se cultivaron
1.5X10° millones de linfocitos en 10mL de medio RPMI. El medio RPMI de 500mL viene
adicionado con glutamina, para estimular el crecimiento de linfocitos T, ademas se
suplementé con: 10% (56.5mL) de suero bovino fetal (SBF), 1% (5.7mL) de amino&cidos no
esenciales (aa — NE) y 1% (5.7mL) de antibiético antimitotico (anti — anti). Cuando un medio
se suplementa con SBF, se le adicionan hormonas proteicas y enzimas, factores especificos
de promocion del desarrollo celular, factores de inhibicion del desarrollo celular, hormonas no
proteicas, lipidos esenciales para el desarrollo, diferenciacion y multiplicacion celular,
minerales, metabolitos y nutrientes, inhibidores de proteasas, ligandos, inactivantes de

materiales toxicos, con el fin de mantener el crecimiento y energia celular.

% Se agregaron aa —NE para complementar los aminoacidos faltantes del medio de cultivo y

para favorecer la sintesis de acidos nucleicos y de proteinas.



% El empleo del antibidtico/antimitético se afiadid al medio para evitar cualquier tipo de

contaminacion ya sea por bacterias u hongos.

+ La complementacién con fitohemaglutinina, permitié aglutinar a los eritrocitos y leucocitos,

ademas de estimular inespecificamente la proliferacion de células T (76).

Requerimientos fisiologicos.

% Los cultivos de linfocitos se mantuvieron a una temperatura de 37°C dentro de una

incubadora, con CO; al 5% y con presion osmotica.

18.10.- Ensayo de proliferacién celular (CELL PROLIFERATION REAGENT WST - 1)

+» Se dejo proliferar a los linfocitos por 48h a 37°C y con CO;, 5% (ver cultivo de linfocitos).

+ Se sembraron linfocitos segun su genotipo C/A, C/C y A/A en cajas de 96 pozos, 50 000

células X pozo X genotipo X triplicado.

% Se adicion6 CDDP a varias concentraciones (2uM, 4uM, 8uM, 16uM y 24uM) para

determinar la IC50 para los diferentes genotipos.

% Para facilitar el manejo de las células, se hizo un stock tanto de células como de CDDP
para las diferentes concentraciones teniendo como volumen final para cada pozo 200uL.

<+ Se midio la viabilidad a las 24h.

% Se cuantificé el formazan metabolizado del WST — 1 de las células metabdlicamente
activas, en un lector de ELISA. Considerando que la absorbancia estd directamente

correlacionada con el numero de células presente en cada pozo.

~ 50 ~



ciC CIA AA

— | LA [O[OIOO O[O O[O
Control — 1 | B |(|O OO [ QOO0
M — 1 | C |QIOIOIO[O QOO0
aum — | | D [OIOO[O [ OIOOIO
am —| L E [OOIOO[O OO0
t6um  —| [ F |OO[OO ][O OO0
24 —| | G |OQO[OO ][O 1@ OO

— | [HIOIO[QIO[OIOIOIOIOIOIO

Fig. 8. Placa de 96 multipozos donde se esquematiza la posicion de las
concentraciones de cisplatino v de los diferentes aenotinos del aen ERCC1.

18.11.-Analisis de la viabilidad celular y determinacion de la IC50 en linfocitos tratados
con cis —diaminodicloro platino (CDDP)

+ Una vez cultivados los linfocitos segun el punto 15.8, se dejaron proliferando 48h para
permitir que la poblacion celular se recuperara y homogenizara para obtener mas linfocitos
para los experimentos de interés.

+ Pasadas las 48h se trataron a los linfocitos a diferentes concentraciones de cisplatino:
8uM, 16 uM, 32 uM, 64 uM y 96 uM.

+ Se realizd un conteo con la técnica de azul tripano (descrito previamente, 15.8) de las
células vivas y muertas para estimar la viabilidad celular a las diferentes concentraciones de
cisplatino a 24h.

+ La técnica de conteo con azul tripano se basa en el hecho de ser un colorante que entra
por difusidon pasiva a la célula que presenta roturas en la membrana celular. Asi al contar las
células en la camara de Neubauer tefiidas de color azul, son consideradas no viables. Las

células viables se observaran como puntos mas claros de tamafio similar a las no viables.
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18.12- Tincion con loduro de propidio para evaluacion del ciclo celular

++ Solucion Buffer de tincion

5 mL de Buffer de citratos al 2.2%
1mL de RNAsa 5mg/ml (0.05%mg/mL)
100 pL de ioduro de propidio (1mg/mL)
Aforar con agua

V= 10mL final

% Se lavé dos veces en PBS y se centrifugd por 10 min por 1200 rpm.
% Se resuspendié en 500 uL de Buffer de tincién
+ Se incubd 1hr. a 37°C en oscuridad

% Se ley6 en citometro de flujo

18.13- Deteccion del dafio al DNA por medio de la técnica de conteo de micronucleos

por bloqueo de citocinesis (CBMN).

% Se obtuvieron de 10 a 20ml de sangre periférica (por venopuncion de la regién cubital del
brazo) en tubos Vacutainer™ (Becton Dickinson, USA) con heparina como anticoagulante.
Se realizo el cultivo de sangre total de la siguiente manera: 1ml de sangre en 10ml de medio
RPMI suplementado con 10% SBF, 1% ANE y 1% Anti/Anti y se le adicionaron 200ul de
fitohemaglutinina. Se dej6 proliferando el cultivo durante 44 horas en una incubadora con 5%
de CO,y 37°C.

+ Una vez transcurrido el periodo de incubacion se aplicé el tratamiento, se expuso a los
cultivos a dosis crecientes de CDDP para determinar la condicion idénea para la evaluacion
de micronucleos. Las concentraciones de CDDP utilizadas fueron 0.5 uM, 5 uM, 10 puM, 15
MMy 20 pM.

+» El tiempo de exposicion a CDDP fue el mismo utilizado en los ensayos de IC50 y viabilidad
celular, por lo cual la citocalasina B se adicioné al mismo tiempo que el tratamiento, esto para

permitir que actie solo durante un ciclo de division celular, facilitando de esta forma, la



generacion de un mayor numero de células binucleadas. Se dejo proliferando el cultivo en la
incubadora con 5% de CO,y 37°C.

Fijacién de células con solucion fijadora metanol- acido acético (3:1).

% Pasadas las 24 horas de tratamiento se re-suspendi6 cada caja de cultivo agitando
suavemente. Se traslado el medio a tubos de fijacion (de preferencia tubos de cristal sellados
perfectamente con papel Parafim™ para evitar que se saliera la muestra). Se realizé una
prefijacién adicionando un volumen de pipeta Pasteur de nuestra solucion fijadora tubo por

tubo, agitando cada uno por inmersién suavemente.

NOTA: De preferencia se coloca la solucion fijadora y se re-suspende cada tubo al instante,

esto se realiza para evitar la formacion de grumos de células.

% Posteriormente se llevd a cabo una centrifugacién a 1200 rpm durante 8 minutos. Una vez
terminada la centrifugacion se retir0 el sobrenadante con pipetas de 5 o 10ml, segun el
volumen de medio presente en los tubos. Al pellet se le adicionaron 5ml de solucién fijadora,
se sellaron con papel Parafim™ y se agitaron por inmersién. Los tubos se dejaron durante
20 minutos a -20°C.

+« Transcurrido el tiempo, los tubos fueron centrifugados a 1200 rpm durante 8 minutos. Se
retir6 el sobrenadante cuidadosamente y se realizaron lavados con el mismo volumen de
solucion fijadora. Este proceso se realizé hasta observar una coloracién transparente en los
tubos. En el dltimo lavado, se retird la mayor cantidad de sobrenadante (dejando
aproximadamente 1ml). Se resuspendio el pellet obtenido con una pipeta y el volumen se

traslado6 a tubos eppendorf de 1.5ml.
+ Una vez obtenido nuestro pellet se realizaron laminillas mediante goteo.

NOTA. Las laminillas estaban en un frasco con etanol al 70% frio, y el goteo se realizo
suavemente a poca distancia. Por ultimo, se dejaron secar las laminillas en la campana de

extraccion durante 24 horas.
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Tincion de laminillas con Eosinay Azul de metileno.

+ Se llevd a cabo una primera tincion con Eosina durante 30s, agitando suavemente.
Posteriormente se realizé un lavado durante 5s en agua destilada. En seguida se hizo una
segunda tincién con azul de metileno durante 3s. Se lavo durante 10s en agua destilada. Por
ultimo se seco la contraparte de cada laminilla y se dejé secar totalmente durante 24 horas

para iniciar el conteo.

Conteo de laminillas. (Heterogeneidad de laminillas)

+« A partir de un conteo de 500 células en toda la laminilla se determiné el porcentaje de
células mononucleadas, binucleadas, multinucleadas y apoptoticas.

NOTA: porcentaje 6ptimo de células binucleadas varia del 30 al 60% de total de células.
Conteo de micronucleos.

% Se realiz6 un conteo de 1000 células binucleadas para determinar el porcentaje de

micronucleos.

NOTA. Todos los conteos fueron realizados utilizando el objetivo de 100X del microscopio
(Leica, Model DME microscope, modelo: 13595XXX ).

19.- ANALISIS ESTADISTICO

Se Obtuvieron 86 individuos mexicanos con informacion completa de edad, sexo, que no
fueran fumadores ni bebedores. Se empled la prueba de t de student para analizar los datos
de dafio al DNA.

Se utilizé la prueba de ANOVA de una via para analizar los datos de viabilidad celular por

genotipos.
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20.- RESULTADOS

20.1.-Amplificacion del gen ERCC1 por PCR

Fig 9. Amplificacién del gen ERCCL1.

A partir del DNA extraido de linfocitos de sangre periférica, se amplificé el fragmento de
interés del gen ERCC1por medio de PCR. Se observa que el fragmento mide 255pb. Esto se

llevo a cabo para las 86 muestras obtenidas de cada individuo (Fig.9).

20.2.- Determinacion de los polimorfismos del gen ERCC1 por medio de RFLP

1500 pb
:400 pb

1300 pb

1200 pb

1100 pb

Fig 10. Determinacion de los genotipos del gen ERCC1 por medio de la digestion con la enzima
MBoll: CC silvestre, CA heterécigo y AA polimoérfico en linfocitos de sangre periférica.
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A partir del DNA extraido de linfocitos de sangre periférica se determind la presencia de cada
genotipo del gen ERCC1. Se empleé la técnica RFLP, donde por medio de una enzima de
digestion MBoll, se digirieron las muestras de DNA de cada caso y se obtuvieron 3 diferentes
genotipos como se muestra en la fig. 10.

Para el caso del genotipo silvestre CC se observa la presencia de dos bandas la de 158pb y
la de 91pb, el genotipo heterdcigo genera 3 bandas una de 158pb, otra de 117pb y la de
91pb. En el caso del genotipo polimérfico AA se observan las bandas 117pb (sitio de corte),
91pb y en ocasiones la de 41pb, ya que es un fragmento muy pequefio. En ambos genotipos
(CCy CA) se observa la banda sin digerir de 158pb y la parental de 91pb.

20.3.- Frecuencia de los genotipos del gen ERCCL1 en la poblacién de estudio.

60

N=86
50 - 48 (41)
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o
1

37 (32)

frecuencia (%)
w
o
1

N
o
1

15 (13)

10 ~

CA CcC
Genotipo

Fig. 11. Frecuencia de los genotipos del gen ERCC1 en poblacion de estudio: 48% heterdcigo

(CA), 37% silvestre (CC) y 15% polimorfico (AA).
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En la fig. 11 se presenta la frecuencia en porcentaje de los genotipos del gen ERCC1, donde
se observa que el que es mas comun en poblacion abierta es el genotipo heterécigo (CA)
con 48%, le sigue el genotipo silvestre (CC) con 37% y por ultimo el genotipo polimorfico
(AA) con un 15%. Los datos de las frecuencias de los genotipos de ERCC1 en poblacion
mexicana se parecen a las frecuencias de otras poblaciones, donde el genotipo AA tiene

menor frecuencia en todas las poblaciones (tabla 3).

20.4.- Medicién de la proliferacion en linfocitos de cada genotipo tratados con

cisplatino.

Proliferaciéon WST por genotipos

140 -

120 -

100 -

80 -
g CC
= @ = CA
sooies AA

60 -

40 -

Células proliferativas (%)

20 -

CONTROL 2uM 4uM 8uM 16uM 32uM 64uM
Concentracién CDDP

Fig. 12. Proliferacion de linfocitos de cada genotipo del gen ERCCL1 a las 24h por medio de la técnica WST.

Se midio la proliferacion de los linfocitos tratados con cisplatino a las 24h. Se utilizaron los
linfocitos de un individuo por triplicado para cada genotipo del gen ERCC. Se establecieron
diferentes dosis de tratamiento: 2uM, 4uM, 8uM, 16uM, 32uM y 64uM, para observar la
tendencia de proliferacion de las células. En un principio se observa que a 2uM, en todos los
genotipos hay una tendencia a disminuir de la poblacion de linfocitos, sin embargo hay una
marcada tendencia para cada genotipo y estas se conserva hasta la dosis mas alta de 64uM.

En el caso del genotipo CA y CC presentan mayor numero de células proliferativas pero



donde se muestra menor numero de células proliferativas, es en el genotipo AA.
Considerando los grupos controles se observa que hay una pequefia diferencia en la
proliferacion de los 3 genotipos, aunque la mayor diferencia se da entre 4uM y 16uM de

cisplatino (Fig. 12).

20.5.- Establecimiento de la IC50 en cultivos de linfocitos tratados con cisplatino

Con base en el ensayo de proliferacion celular se establecieron las dosis a la cual se
calcularia la IC50, ya que a partir de 8uM se observa una mayor diferencia en cuanto al
comportamiento de los linfocitos para cada genotipo. Es por esta razon que se decidié utilizar
dosis mas altas para llevar a cabo la curva de diferentes concentraciones de cisplatino.

A partir de linfocitos extraidos de sangre periférica tratados con cisplatino a las 24h, se
realizé ensayo por exclusién con azul tripano para medir la viabilidad celular por genotipos de
ERCCL1.

Curva viabilidad CC 24H
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Nuamero de células

Fig.13. Curva de viabilidad celular para el genotipo CC
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El genotipo silvestre CC muestra una tendencia esperada, manifestando una viabilidad
mayor con respecto al genotipo AA. Considerando esta tendencia de los linfocitos, se realiz6
una prueba de ANOVA (one way) para determinar a qué concentracion de cisplatino se
observaban diferencias estadisticamente significativas. Las concentraciones de 64uM vy
96uM fueron estadisticamente significativas (p< 0.05) respecto al control, por lo que los
linfocitos de este genotipo exhiben cierta resistencia al cisplatino porque se necesitdé una
dosis del farmaco mayor para observar una disminucién de la viabilidad. En el caso de las
células muertas se observa una relacion directamente proporcional, ya que conforme

aumenta la concentracion de cisplatino aumenta el numero de células apoptéticas. (Fig.13).

En el caso del genotipo heterécigo CA, el comportamiento de la poblacion de linfocitos
muestra una tendencia similar al del genotipo CC, es decir, disminuye la viabilidad conforme
aumenta la concentracion del farmaco. A las concentraciones intermedias de la curva (32uM,
64uM y 96uM) la poblacién mantiene un niamero de células similar a las 24h de tratamiento.
Las células muertas presentan mayor numero en el cultivo conforme aumenta la
concentracion de cisplatino, aunque cabe mencionar que donde se encontré una diferencia
estadisticamente significativa (ANOVA, p<0.05) fue a una concentracion de 96uM de

cisplatino (Fig.14).

Curva viabilidad CA 24H
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p<0.05
4500000 -
4000000 -
ﬁ 3500000 -~
3
' 3000000 -
S 2500000 -
o mVIVAS
E 2000000 -
S OMUERTAS
Z 1500000 -
1000000 -
500000 -
0 .
Control 16uM 32uM 64uM 96uM
Concentracién CDDP N=5

Fig.14. Curva de viabilidad celular para el genotipo CA
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La poblacion celular de linfocitos del genotipo polimoérfico AA muestra un nimero de células
viables menor desde una concentracién baja del farmaco. Esto nos sugiere que se requiere
una dosis menor de cisplatino para observar diferencias en la viabilidad y esto fue
estadisticamente significativo (ANOVA, p<0.05) a 16uM, 32uM, 64uM y 96uM. El
comportamiento del genotipo AA nos indica que dichas células son mas sensibles al
cisplatino a 24h de tratamiento con respecto al genotipo CC y CA. Con respecto a las células
muertas se distingue que van aumentando conforme aumenta la dosis de cisplatino, sin
embargo es notable mencionar que en este genotipo a partir de una dosis intermedia, de

32uM, la presencia de células no viables se va equiparando con el numero de células viables

(Fig.15).

Curva viabilidad AA 24H

5000000 -
4500000 -
4000000 -
3500000 -
3000000 -
2500000
2000000
1500000
1000000
500000

0

p<0.05

e

Control 16uM 32uM 64uM 96uM
Concentracion CDDP N=4

Numero de células

Fig.15. Curva de viabilidad celular para el genotipo AA

El comportamiento del cultivo de linfocitos para cada genotipo segun la dosis fue diferente,
ya que se observa una ligera diferencia en cuanto a la respuesta celular en las dosis mas
altas (32uM, 64uM y 96uM).

Con la técnica de exclusion por azul tripano se procedié a medir la viabilidad celular en los

diferentes genotipos.
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Se calculd la IC50 para cada genotipo segun la formula de la pendiente:

y2-yl

m= ———
X2 — X1

En la siguiente tabla se enlistan las IC50 para los diferentes genotipos

Genotipo IC50 (uM)
cC 91uM
CA 80uM
AA 70uM

Tabla 5. IC50 para los diferentes genotipos del gen ERCC1

20.6.- Determinar la viabilidad de los cultivos de linfocitos con el genotipo polimorfico
(AA), tratados con cisplatino y hacer una comparacion con los genotipos silvestres
(CIC) y con los heterdcigos (C/A).

Una vez que ya se conocia el comportamiento de los linfocitos a diferentes dosis de
cisplatino se observo que existia un comportamiento diferente en la viabilidad celular para
cada genotipo de ERCC1 (Fig. 13, 14 y 15). Conociendo estos datos anteriores se decidio
hacer una gréfica de correlacion lineal donde se compararan los 3 genotipos: CC, CAy AAy
asi poder determinar si existian diferencias estadisticamente significativas por dichos
genotipos. El genotipo CC presenta mayor viabilidad (R?=0.911) 24h de tratamiento a
diferencia de los otros genotipos, sin embargo los genotipos CA (R?=0.8454) y AA
(R?=0.9369) muestran una viabilidad menor, aunque en el genotipo AA este efecto es mas
evidente por la inclinacion de la recta respecto a los otros genotipos. (Fig. 16).
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Fig.16. Viabilidad celular por genotipos del gen ERCC1

20.7.- Tincién con ioduro de propidio para evaluacion del ciclo celular

Figura complementaria

Se midio el ciclo celular en linfocitos tratados con cisplatino, para determinar si las células se
arrestaban en alguna fase del ciclo celular, esto porque en la viabilidad celular se observo
gue a una mayor concentracion de cisplatino (96uM) la poblacion de linfocitos disminuia

aungue no mas del 50% del cultivo.
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Fig. 17. Citometria de flujo del arresto del ciclo celular en linfocitos tratados con cisplatino a 24h.

Der., control e izq., tratado.

Se midié el contenido de DNA con yoduro de propidio en linfocitos tratados con cisplatino a
24h y se observo que las células se arrestaban en fase S del ciclo celular. En la fig. 18 se
observa el porcentaje de células para cada fase del ciclo celular. En el control las células en
apoptosis (Sub G1) le corresponde un 13.9%, para G1 42.9%, para S 6.2% y para G2 8.2%.
Sin embargo para células tratadas con cisplatino se aprecia un arresto evidente en fase S del
ciclo celular, donde existe un 8% para células apoptoticas, 5.7% para G1, 25.8% para S y
7.5% para G2.

Ciclo celular
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Fig. 18. Porcentaje de células arrestadas en las diferentes fases del ciclo celular.
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20.8.- Evaluacion del dafio al DNA en ambos genotipos mediante la técnica de

micronucleos (MN) por bloqueo de citocinesis.

Se establecié una curva de tratamiento con cisplatino para determinar la dosis a la cual se
genera dafo al DNA. Se observa que a 15uM para ambos genotipos (CC, CA y AA) es la
dosis ideal a la cual el dafio generado permite contar micronucleos sin afectar la proliferacion
del cultivo (Fig. 19).

ECC mAA OCA

40 1
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15 A
10 4

MN en 1000 células binucleadas

CONTROL 0.5uM 5uM 10uM 15uM
Concentracién CDDP N=6

Fig.19. Curva de dosis para generar dafio al DNA en los linfocitos tratados con cisplatino a 24h.
Para poder establecer una dosis adecuada para realizar el conteo de microndcleos siempre
se debe de considerar que el cultivo esté proliferando, para esto se considera un porcentaje

de células binucleadas de entre 30 — 60%, que no haya tanta presencia de células

apoptéticas y con membranas intactas principalmente (87,88).

A continuacion se muestra la grafica del porcentaje de proliferacion de 15uM (Fig.20).
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Fig.20. Curva de porcentaje de proliferacion del cultivo de linfocitos a 24h de tratamiento con cisplatino

20.9.- Evaluacién de dafio al DNA por conteo de micronucleos por genotipo.

Una vez conocida la dosis a la cual se genera el dafio al DNA para el conteo de micronucleos

se evaluo dicho dafio para cada genotipo.

OCONTROL m15uM

MN en 1000 células binucleadas
p— — N N w w
O »n . © u O
1 1 1 1 1 1

Ui
1

o

CC CA
Genotipos N=9

Fig.21. Presencia de micronucleos por genotipo en linfocitos tratados con cisplatino a 24h.
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Fig.22. Tipos de células. 1: mononucleada,
2: binucleadas, 3: multinucleadas,
4binucleadas con MN y 5: apoptética

La evaluacion del dafio al DNA por medio del conteo de
micronucleos fue significativa para ambos genotipos
(p<0.05). Al realizar una prueba de t de Student se
observa que para cada genotipo la presencia de
micronucleos fue contundente vy significativa, en
particular al comparar el genotipo AA (p<0.05) respecto
al CA y CC. Esto se hace evidente que el genotipo
polimorfico AA presenta mayor cantidad de MN en
linfocitos tratados con cisplatino a 24h con respecto al
genotipo CC y CA (Fig. 21).
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21.- DISCUSION

El dafio al DNA altera mdultiples procesos dentro de una célula, ya sea interfiriendo en
procesos como la replicacion, transcripcion y recombinacién, asi como en el ciclo de division
celular y la apoptosis (7). Las lesiones son eliminadas con eficacia mediante los mecanismos
de reparacion del DNA cada uno de ellos catalizados por un conjunto de genes diferentes,

ayudando a mantener la estabilidad (72) y la integridad del genoma (10,16).

ERCC1 es un gen que tiene un papel importante dentro de la via NER. Su funcion es la de
escindir el fragmento dafiado en el extremo 5" >3". Puede interactuar con XPA y TFIIH para
el reconocimiento del dafio y la reparaciéon de aductos (14,91). El polimorfismo 8092C->A del
gen ERCCL1 se localiza en el extremo 3" de la regién no codificante (3'UTR), que es una

transversion de una pirimidina por una purina (C — A).

El objetivo principal de este trabajo fue establecer la relacion que existe entre la presencia
del polimorfismo 8092C—>A del gen ERCCL1 y su impacto en la viabilidad celular en cultivos
de linfocitos tratados con cisplatino, asi como la evaluacién del dafio al DNA por la presencia

de micronucleos.

Se observé, que el genotipo C/C tiene mayor frecuencia respecto al genotipo C/A 'y A/A. Las
frecuencias alélicas encontradas en este trabajo (0.39) fueron similares a las reportadas en la
poblacién Europea (0.27) y Americana (0.48) (111). La frecuencia del alelo C es mayor tanto
en poblacion aparentemente sana como en pacientes con cancer de ovario, cancer de
células escamosas de cabeza y cuello, cancer de testiculo, cancer de pulmén y tumores
cerebrales (53, 94, 100, 52, 55). La presencia del polimorfismo en ambas poblaciones indica
gue no es resultado del proceso de transformacion maligna. La region en la que se encuentra
no afecta sitios de splicing, o regiones regulatorias, por lo que este polimorfismo no implica
cambios deletéreos que pongan en riesgo la salud de los portadores (93).

La presencia del polimorfismo 8092C—>A del gen ERCC1 altera la viabilidad celular en

cultivos de linfocitos tratados con cisplatino. Cuando analizamos el impacto en la viabilidad

se observo que ante la presencia del alelo polimérfico A, el nimero de células fue menor

respecto al alelo C, en los linfocitos tratados con cisplatino. Aunque ya se conoce que este

polimorfismo no ocasiona un cambio deletéreo, hay estudios que sugieren un efecto en la

modulacién del mensajero del gen ERCC1, regulando negativamente la transcripcion (92).
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En pacientes con cancer de prostata portadores del polimorfismo ERCC1 8092 C>A se ha
caracterizado una disminucién en la expresibn de mRNA, y una mejor respuesta al
tratamiento. Esto podria asociarse a una disminucion en la capacidad de reparacion (98).
Para el caso de pacientes con cancer de ovario, se ha mostrado que existe una elevada

expresion del transcrito asociada a una resistencia a agentes platinados (69).

En este trabajo, la sensibilidad del genotipo AA ante el tratamiento con cisplatino sugiere que
la capacidad de reparacién del DNA podria estar alterada, manifestando un mayor dafio al
DNA y deficiencias en la reparacién por la via NER, ocasionando una menor viabilidad.

La respuesta al tratamiento con cisplatino ya se ha evidenciado en lineas celulares de
cancer. En lineas de cancer de testiculo, la sensibilidad al cisplatino se asocia a deficiencias
en la reparacion del DNA debido a la pérdida de la funcionalidad de la endonucleasa
ERCC1-XPF (59). Asi mismo, existe una disminuciéon en la expresion de ERCC1 en
pacientes con cancer de testiculo (100). En cancer de ovario, la expresion de ERCCL1 es
mayor en las lineas resistentes a cisplatino (95). Estos hallazgos reafirman la importancia de

esta proteina en la sensibilidad al tratamiento.

Como menciona Parker et. al., las diferencias en las lineas celulares de cancer de ovario
resistentes (A2780/CP70) y sensibles (A2780) se debe a la toxicidad, acumulacion y salida
del cisplatino dentro de las células. Aunque estos parametros de resistencia al cisplatino no
se midieron, existen estudios que asocian la resistencia con mecanismos de detoxificacion,
salida o entrada del farmaco, apoptosis, a la conjugacion del glutation o metalotioneinas, a
un aumento en la reparacion del DNA, o salto de lesiones durante la replicacion (38,40).
Estos mecanismos de resistencia se ha visto que en lineas celulares de cancer de ovario
pueden alterarse y estar implicados en la respuesta (95). Nuestros datos sugieren que una
mayor viabilidad de linfocitos portadores del genotipo CC tratados con cisplatino podria estar

asociada a alguno de estos mecanismos.

Aungue en este estudio no se evaluo la resistencia asociada al cisplatino, si se determinaron
las consecuencias del dafio al DNA, sin embargo es importante mencionar que es necesario
realizar mas estudios donde se evallen como se encuentran estos mecanismos de
resistencia. La eficiencia de estos mecanismos en una célula ya sea normal o cancerosa

ocasionaria resistencia asociada a reparacion del DNA. No obstante la resistencia podria
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deberse ya sea a alguna modificacion en dichos mecanismos de resistencia y ademas
involucrar alteraciones en la reparacion del DNA interfiriendo con la sensibilidad del cisplatino
(33, 38). En este trabajo observamos que la sensibilidad asociada al cisplatino de los

linfocitos, se debe a la presencia del polimorfismo AA.

Existen reportes que asocian la presencia del polimorfismo 8092C—>A de ERCC1 con el
riesgo al desarrollo de cancer, asi como a la respuesta y supervivencia al tratamiento con
cisplatino (52, 53, 55, 96).

En cancer de pulmédn la presencia del polimorfismo 8092C->A del gen ERCC1 se asocia con
supervivencia global y respuesta al tratamiento con platinos (52). Una hipotesis de este
efecto es que hay estudios donde se menciona que podria estar afectando la estabilidad del
mensajero, aunque todavia faltan estudios por concretar (55). También se sabe que en
pacientes con cancer de pulmén de células no pequeflas se asocia a toxicidad
gastrointestinal (96). En pacientes con cancer de ovario portadores del polimorfismo tratadas
con cisplatino y paclitaxel, existe una mayor sobrevida libre de enfermedad y sobrevida
global (53). En pacientes con tumores cerebrales, se ha visto que aquellos que poseen al
menos un alelo polimérfico A tienen un incremento en el riesgo a padecer esta enfermedad
(55).

El cisplatino induce dafio al DNA mediante la formacion de aductos, aunque también se sabe
gue induce arresto celular en fase G2 del ciclo celular y rompimientos doble cadena
asociados a viabilidad (103). Al evaluar el ciclo celular encontramos un arresto en fase S, que
ha sido reportado anteriormente (102). Los entrecruzamientos intercatenarios comprenden
un tipo de lesién con un efecto biolégico importante, ya que involucran una modificacion
covalente en ambas cadenas del DNA (115). Cuando existen deficiencias en la via NER, el
dafo no es reconocido por la polimerasa durante la via NER de reparacion acoplada a la
transcripcion. Bajo esta circunstancia existen dos escenarios: la célula muere o sobrevive
acumulando dafio en su material genético, y podria ocasionar cancer. Los aductos generan
una torsion en la hebra de DNA, ocasionando rompimientos de doble cadena (102). En
nuestro estudio se determiné el dafio al DNA por la presencia de micronucleos (MN) en
células tratadas con cisplatino. Encontramos que las células portadoras del alelo A presentan

tanto un mayor dafio al DNA (por la presencia de una frecuencia mayor de MN comparada
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con el alelo C) como una menor viabilidad (debido a una mayor citotoxicidad por la

acumulacion de aductos).

Existe s6lo un reporte (en poblacion Europea) que asocia algunos polimorfismos en la via
NER con el dafio al DNA evaluado por la frecuencia de micronucleos. En este trabajo solo se
evaluo la frecuencia de MN en funcion de la edad y la presencia de polimorfismos en los
genes XPA, XPC y XPD de la via NER (90). No encontraron una asociacion directa entre la

frecuencia de los MN y la presencia del polimorfismo 5"UTR de XPA.

Nuestro estudio es el primer trabajo donde se demuestra que existe una asociacion entre la
presencia del polimorfismo 8092C—>A del gen ERCC1, la viabilidad celular y la generacion

de micronucleos en linfocitos tratados con cisplatino en poblacién mexicana.

22.- CONCLUSION

La presencia del polimorfismo 8092C—>A del gen ERCC1, se asocia con una disminucion en
la viabilidad celular de cultivos de linfocitos y una mayor respuesta al tratamiento con
cisplatino, asi mismo este polimorfismo se asocio con un incremento en la generacion de MN

evidenciando mayor dafio al DNA.
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