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RESUMEN

Este trabajo se llevd a cabo con la intencién de contribuir al conocimiento del
mecanismo de formacion del intercambio en las cromatidas hermanas (ICH), mediante
el estudio in vivo del destino de las lesiones que lo producen. Se analizé el efecto del
tiempo de exposicion al mutageno directo etilnitrosourea (ENU) sobre la induccion de
ICH en cada uno de tres ciclos de divisién celular sucesivos, en células de la médula
Osea de ratdon. Se empled el protocolo de tincién diferencial en tres tonos (TDTT) de las
cromatidas hermanas, para lo cual se administrd6 bromodesoxiuridina (BrdU) en
suspensién adsorbida a carbdn activado, a una dosis de 0.2 mg/g de peso vy 2.0 mg/g
de peso, al inicio del primero y segundo ciclos, respectivamente. De esta manera, el
protocolo TDTT permite distinguir tres tipos de ICH, cada uno de los cuales corresponde
a los producidos en un ciclo de divisidn especifico de los tres ciclos sucesivos (ICH-1,
ICH-2 e ICH-3). Se frataron grupos independientes de tres a seis animales con 25 ug
de ENU/ g de peso, a 10 tiempos diferentes durante el lapso de tres ciclos. La cinética
de la induccion de cada tipo de ICH mostrd picos muy agudos y regulares, que
coincidieron con frecuencias minimas de los otros dos. Esto indicd que la poblacion
celular analizada es sincronica, con una duracién del ciclo celular de aproximadamente
9 h; de la cual, la etapa de sintesis ocupa la mayor parte e implica que la produccion de
ICH esta relacionada con el curso de la duplicacién del ADN y es una evidencia directa
de que los ICH se producen en la horquilla de duplicacién. La induccién de ICH-2 e ICH-
3 causada por la exposicién en el primer ciclo, indica que la ENU causa induccién tardia
de ICH, en células con su ADN no sustituido con BrdU. Para ahondar en este efecto, se
determind la induccién de ICH por la exposicion en ciclos previos a los del protocolo
TDTT. Se observé que el tratamiento ain 12 h antes, produce un incremento importante
de los ICH-2 y aun mayor de los ICH-3, lo cual no podria ser explicado por la
persistencia de las lesiones inductoras de ICH causadas por la ENU, porque tenderfan
a disminuir. Una alternativa es que la reparacién de lesiones altera el patrén de



metilacién del ADN, generando cambios epigenéticos heredables capaces de causar
incrementos constantes en la frecuencia de ICH en ciclos subsecuentes, como ha sido
demostrado con inhibidores de la metilacién. Este aumento tal vez se produce como
resultado de la perturbacién en el proceso de reparacion por corrreccion de pruebas de
la ADN polimerasa, que requiere el reconocimiento de la hebra progenitora, |la cual debe
estar metilada. Por otra parte, la frecuencia de ICH-2 e ICH-3 fueron m4s altas que la
de ICH-1, cuando la exposicién se hizo en cada uno de los ciclos respectivos, indica
que la incorporacion progresiva de BrdU favorece la expresion inmediata de las lesiones
como ICH. Para complementar el estudio del efecto de la BrdU sobre la induccién de
ICH por ENU, se compararon los incrementos de ICH-3 en cromosomas descendientes
de las cadenas de ADN que en el segundo ciclo estaban sustituidas (3G) o no (3N) con
BrdU. Se observdé que: a) La exposicion durante el primer ciclo y en ciclos previos,
causo6 induccién significativamente alta en cromosomas 3N y tambén en 3G. Para los
ciclos previos esto es inesperado, dado que en esos ciclos no existen cadenas
sustituidas. Se puede concluir que las lesiones en las cadenas progenitoras con timina
son muy persistentes y pueden causar que durante la duplicacion del ADN las cadenas
recientemente sintetizadas en presencia de BrdU sean propensas a la induccién de ICH
o que generen ICH en el mismo locus durante el primero y segundo ciclos ; b) las
lesiones producidas por la exposicion a ENU durante el segundo ciclo, indujeron
frecuencias de ICH similares en cromosomas 3N como en 3G, lo cual sugiere que estas
lesiones son persistentes y que la presencia de BrdU en el ADN no afecta la induccidn
de |ICH por ENU, cuando la molécula con sustitucién baja de BrdU se duplica en
presencia de BrdU alta, c) la induccién de ICH en el tercer ciclo, es muy alta con
respecto al testigo, tanto en cromosomas 3N como en 3G; sin embargo en los 3G fue
significativamente menor que en los 3N. Esto se puede explicar por: i) las lesiones en
las cadenas con timina son mas propensas a la induccién de ICH cuando éstas se
duplican en presencia de una concentracién alta de BrdU o; ii) las lesiones en cadenas
sustituidas con BrdU alta son mas propensas a la induccién de ICH, cuando sus

complementarias tienen timina.
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ABSTRACT

The aim of this work was to contribute to the knowledge of sister chromatid exchange
(SCE) mechanism by studying the in vivo fate of DNA lesions involved in SCE. The time
expostre effect to ethylnitrosourea (ENU), a direct mutagen, on SCE frequency in each
one of three successive .cell cycle in mouse bone marrow cells was analyzed. Three way
differential (TWD) staining of sister chromatids protocol was employed to distinguish
three types of SCE (SCE-1, SCE-2 and SCE-3) which, are produced respectively in
each one of three consecutive cell cycles. Animals received two bromodeoxyuridine
(BrdU) doses; a low dose, at the start of the experiments (0.2 mg/g body wt i.p.) and a
high dose (2.0 mg/g body wt i.p.), 12 h later. Ten groups of mice were administered with
an acute dose of ENU (25 nug of / g body wt; s.b). Each group received the treatment at
different times after the first BrdU dose. The maximum value of SCE frequency in each
cell cycle was very regular in relation to the time exposure and coincided with the
minimum frequency of SCEs of other cell cycles. After this maximum value, SCE
frequency diminished meanwhile the SCEs of the subsequent cell cycle increased
slowly. These results suggest the following: i) the cell population is synchronic and its
cell cycle lasts almost 9 h ii) the S phase occupies nearly the whole cell cycle iii) the
SCE induction is related to DNA replication and iv) they allow to confirm directly that the
SCE formation occurs in the replication fork. The exposure to ENU during the first cell
cycle caused a significant frequency of SCE-2 and SCE-3, indicating that this mutagen
produces remarkably persistent lesions in non BrdU substituted DNA, capable to induce
SCE in consecutive cell cycles. This fact was explored treating each of the three groups
of mice with the same ENU dose at different times before the first BrdU administration.
The exposure to ENU 12 hours before BrdU produced an important increase of both
SCE-2 and SCE-3, specially in the last. These results are similar to those obtained by
other authors after the exposure to demethylating agents and they proposed that
changes in the DNA methylation pattern could cause an increase in erroneous ligation
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events due to a decreased ability of the cells to discriminate between differently aged
DNA strands. In the present work, it is possible that methylated cytosines were
eliminated during the repair of lesions induced by ENU exposure. In other hand, the fact
that the SCE-2 and SCE-3 frequencies were higher than that of SCE-1, when the
exposure occurred in their respective cell cycle, indicates that the progressive BrdU
DNA incorporation is responsible of the immediate expression of lesions as SCE.
Moreover, the BrdU effect on the SCE induction by ENU exposure, was evaluated by
comparing SCE-3 frequencies in chromosomes originated from unsubstituted (3-N) and
BrdU substituted (3-G) DNA strands present in the second cell cycle. The results shown
the following: a) The exposure during the first cycle and before the first BrdU dose
caused a high significant induction in 3N chromosomes and also an increase in the 3-G.
This observation was unexpected because there are not DNA substituted strands in
those moments and let to conclude that lesions caused in DNA thymidine strands are
very persistent and can generate in the recently synthesized strands, during the DNA
duplication in presence of BrdU, susceptibility to induce SCE. An aiternative explanation
is that the lesions cause SCE at the same locus during the 1% and 2™ divisions. b) The
ENU exposure in the course of second cell cycle, caused similar SCE frequencies in 3-N
and in 3-G chromosomes and suggest that lesions involved are persistent and that the
low BrdU substitution does not have effect when the DNA duplication occurs in presence
of BrdU high ¢) The SCE induction in the third cell cycle was remarkably high in both
types of chromosomes. However, in the 3-G was lesser than in 3-N. Two explanations
are proposed i) the lesions on thymidine strands are more prone to induce SCE when
these strands are duplicate in presence of high BrdU, ii) the lesions on high BrdU
substitution strands are more prone to induce SCE when their complementary strands

are unsubstituted.
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1. INTRODUCCION

1.1. “Intercambio en las cromatidas

hermanas.

El intercambio en las cromatidas
hermanas (ICH) es un evento genético,
visualizado como transposiciones simetricas y
equivalentes en las cromatidas hermanas de
los cromosomas en metafase. Las primeras
observaciones del ICH fueron llevadas a cabo
empleando métodos autorradigraficos y de
marcaje previo del ADN con timidina tritiada
(Taylor et al.,, 1857). La forma en que la
timidina se incorporé al ADN indic6 que la
duplicacién ocurri6 de acuerdo al modelo
semiconservador y los ICH se evidenciaron
como cambios reciprocos de marca en las
cromatidas hermanas de los cromosomas en
ICH fueron
tinciéon

metafase. Posteriormente, los
detectados en cromosomas con
diferencial en sus cromatidas hermanas (Latt,
1973; Perry y Wolff, 1974; Mazrimas y Stetka,
1978), como cambios reciprocos de tincién.
Esta tincién diferencial se logré gracias al
desarrollo de técnicas con tincion
fluorescente (Latt,1973) y particularmente al
de la técnica de fluorescencia mas Giemsa
(Wolff y Perry, 1975), la cual requiere que los
hayan incorporado 5-

bromodesoxiuridina (BrdU) durante dos ciclos

cromosomas

de divisién celular sucesivos o cuando menos
en el primero de estos (Vogel y Bauknecht,
1976; Kato, 1977) y ademas, un tratamiento

de desnaturalizacion dela- cadena de ADN
bifilarmente  sustituida = (Morales-Ramirez,
1980). Estos procedimientos de tincién se
han empleado en todos los trabajos recientes
acerca del evento de ICH, ya que permiten
obtener un mayor grado de resolucion para el
analisis de éste y son técnicamente mas
simples y rapidos que los métodos
autorradiograficos.

Se ha establecido que los ICH pueden
ser inducidos por la BrdU (frecuencia basal)
empleada para su deteccién (Morris et al.,
1992). Aunque existen evidencias sugestivas
de la existencia de una frecuencia
espontanea, como la obtenida a partir de la
observacion de dicéntricos en
heterocigotos de maiz (McClintock, 1938;
Morgan et al., 1986) y la observacion de

anillos dicéntricos en un cromosoma humano

anillos

en anillo (Brewen y Peacock, 1969), en los
cuales no se usd BrdU. También se ha
obtenido evidencia de una frecuencia basal
de ICH mediante la deteccion de frecuencias
rangos de concentraciones
bajas de BrdU (Kato, 1974a), la
determinacién de ICH en cromosomas con
tincion en tres tonos de sus cromatidas
hermanas (Morales-Ramirez et al., 1987) o la
estimacion de ICH usando métodos de
inmunoanalisis (Pinkel et al., 1985; Natarajan
et al., 1986; Russo et al.,1994).
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Por otro lado, existen evidencias de
que la frecuencla de ICH se incrementa por la
exposicién natural o experimental a agentes
ambientales; mutagénicos o carcinogénicos;
como por ejemplo, los que se derivan de las
actividades humanas (Yager, 1987; Gebel et
al,, 2001, 2002), o los
compuestos empleados en la terapia de
diferentes enfermedades (Tucker et al., 1990;
Herens et al., 1985).

Carere et al.,

1.2. Mecanismo de formacion del ICH

A la fecha, permanece sin resoiverse
la pregunta acerca del o los mecanismos
involucrados en la formacion del ICH. No
obstante, los resultados de numerosos
estudios relacionados con este evento han
contribuido al logro de aproximaciones para
contestar dicho cuestionamiento, como lo que

a continuacion se describe.

1.2.1. Causas que generan el ICH
evidencias claras que
demuestran que los ICH se
manera directa por lesiones al ADN (Perry y
Evans, 1975; Carrano et al., 1979, Cassel y
Latt, 1980; Kaina et al., 1993; Engelward et

al., 1998) e indirectamente, a través de

Existen
inducen de

inhibicion o alteraciones principalmente del
complejo enziméatico de la duplicacion del
ADN (Ishii y Bender, 1980; Nishi et al., 1982;
Pommier et al.,, 1985; Darroudi y Natarajan,
1987, Pommier et al., 1988, Dillehay et al.,

|FALLA D7 (0

1989; Tohda et al, 1992; Mukherjee et
al.,1993; Dominguez et al., 2001; Enomoto,
2001). '

La naturaleza de las lesiones
involucradas en la produccién de ICH, no se
ha dilucidado. algunos
resultados sugirieron como candidatos a los
monoaductos (Cassel y Latt, 1980; Sahar et
al., 1981), en tanto que otros, a los enlaces
cruzados (Carrano et al.,, 1979) entre las
cadenas de ADN o entre ADN y proteinas
(Ishii, 1981), etc. Posteriormente, se

demostré que el aducto en el oxigeno 6 de la

Anteriormente,

la exposicibn a
alquilantes como la N-metil-N-
{(MNNG), o] ia
es una de las

guanina, producido por
agentes
nitrosoguanidina
metilnitrosourea (MNU),
lesiones involucradas en la formacién de ICH
(Kaina et al, 1991; Kaina et al.,, 1993) y otros
resultados obtenidos por la exposicion a metil
metanosulfonato (MMS)  indicaron que
también el aducto en el nitrégeno 3 de la
adenina esta relacionado (Engelward et al.,
1996; 1998). Por lo que se ha propuesto que
el ICH es inducido por varias clases de
lesiones al ADN (Morales-Ramirez et al.,
1992). Por otro lado, tampoco parece haber
una relaciéon directa entre el numero de
lesiones y de ICH; segln
llevados a cabo después de la exposiciéon a
luz UV (Ishii y Bender, 1980) y a agentes
alquilantes (Rasouli et al., 1994)

Por lo que respecta a la induccion de
ICH a través de la inhibicién de! complejo

los céalculos



enzimatico de la duplicacion del ADN se ha

observado que la- Inhlblcuén"de Ia ADN--“;
980 ; lehl etr

polimerasa a _(Ishii y Bender.

al., 1982), de las topo|somerasas'a :f»*y'»rll
(Dillehay et al., 1989; Holden et al., 1988;
Tohda et al., 1992; Degrassi et al., 1993,
Mukherjee et al., 1993; Ribas et al., 1996;
Pidero et al, 1996; Fantini et al, 1998,

Dominguez et al., 2001) y la alteracion
estructural de una ADN helicasa debido a una
mutacién en el gen que la codifica (Wang et
al., 2000; Yankiwiski et al.;
2001; Gaymes- et al,
incrementos significativos en la frecuencia de
ICH.

También, la inhibiciéon de la poli(ADP-
ribosa)polimerasa enzima implicada en la
reparacién, duplicacién y recombinacién del
ADN, da
incrementos en la frecuencia de ICH (Morris y
Heflich, 1984; Ikushima, 1990; Jorgensen et
al., 1991, Caria et al., 1997, Dominguez et al.,
2001).

2002).. provocan

lugar de manera indirecta a

1.2.2. Relacion entre la induccion de
ICH y la etapa de Sintesis (S)

Se ha demostrado que el ICH ocurre
durante la etapa de sintesis (8) del ciclo
celular, ya que aunque el dafio al ADN sea
causado en cualquier etapa de éste, es
necesario que las células pasen por S para
que las lesiones se expresen como [CH
(Wolff et al., 1974). Ademas, en experimentos

paralelos, se determiné una coincidencia

2001; Enomoto, -

entre el tiempo de la mayor produccion de
ICH por lesiones al ADN y el del pico maximo
de sintesis del ADN (Kato, 1974b),

1.2.3. Relacion entre la produccion
de ICH y la horquilla de duplicaciéon

La correlaciéon entre incrementos en la
induccidn de ICH y el nimero de puntos de
crecimiento por bloqueo de la sintesis del
ADN sugirié que la horquilla de duplicacion es
el sitio donde ocurre el evento de ICH (Kato,
1980). Esta sugerencia fue apoyada con la
demostracion en células sincronizadas de
una correlacion entre la induccién de ICH por
lesiones al ADN con la cantidad de ADN en
proceso de duplicacién (Latt y Loveday, 1978)
incrementos

y con la observacibn de

significativos de ICH por inhibidores de la

polimerasa « que interfieren con la
elongacién de la cadena de ADN (Ishii y
Bender, 1980). Ademas, otros resultados

indicaron que el progreso de la horquilla de
duplicacién es necesario para la produccion
de ICH por inhibidores de las topoisomerasas
(Cortés et al., 1993) lo que sugiere que la
horquilla de duplicacidn es el sitio donde se
forman los ICH..

1.3. Formacién de ICH

1.3.1. Modelos

L.as bases en que se sustentaron los
primeros modelos para explicar el mecanismo
de formacién del ICH, fueron por una parte, el
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conocimiento de que el evento ocurre durante
la sintesis del ADN a nivel de la horquilla de
duplicacién debido a lesiones no reparadas o
por inhibicidn de las enzimas involucradas en
la duplicacibn y por oftra parte, a la
consideracion de que el ICH es un proceso
de reparacibn recombinacional y de
reparacion replicativa (Ishii y Bender, 1980).
Algunos modelos se describen brevemente a
continuacién, tomando como referencia el
nombre del autor.

Kato (1977) propuso que la formacion
del ICH puede ocurrir por causa de
rompimientos de cadena sencilla en el ADN,
a través de dos mecanismos: uno, operando
en la regidn prereplicativa (antes de la
horquilla de duplicacién), el cual es mas
frecuente y el otro, en la regidén postreplicativa
(después de la horquilla de duplicacion),
menos frecuente. El primero, ocurre mediante
la participacion de la maquinaria de la
duplicacion y el segundo, sucediendo de
manera similar al entrecruzamiento mei6tico.

Shafer (1977), planted un modelo de
desviacion de la duplicacion del ADN, en el
cual propone que la formacién de ICH permite
la continuacibn de dicho proceso en
presencia de enlaces cruzados entre las
cadenas progenitoras. El ICH se iniciaria en
el sitio en el que la duplicacién bidireccional
del ADN se bloquea por el enlace cruzado; al
dgenerarse rompimientos en las cadenas
progenitoras opuestas a éste que permitirian

el desplazamiento temporal de los extremos
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libres de los segmentos producidos a cada
lado 5’ del enlace cruzado y con ello, se
volverian a asociar con las cadenas hijas
recientemente sintetizadas, por arriba y abajo
del locus del enlace cruzado, produciendo un
ICH.

Ishii y Bender (1980), propusieron un
“Modelo de duplicacion desviada”, el cual se
aplica tanto para ICH espontaneos como para
los inducidos por luz UV; ya que inhibidores
de la sintesis del ADN tuvieron el mismo
efecto sobre la frecuencia de ambos. Asumen
que la duplicacién de una cadena progenitora
que tiene una lesion (por ejemplo un dimero)
se detiene, pero como la sintesis de la otra
cadena contintia, la cadena recientemente
sintetizada desplaza a la progenitora
bloqueada uniéndose a ella detras de una
incisién producida delante de la lesién. Otra
incision, ahora en la otra cadena progenitora,
en la posicion opuesta al punto del bloqueo
de su homoéloga; permite que esta ultima
desplace a la primera sobre un extremo de la
incisién y se una al segmento desplazado en
el otro extremo de la misma. Después de
esto, la reorientacibn de la horquilla de
duplicacién y con ello, el reinicio de la sintesis
a partir de los dos extremos libres que fueron
ariginalmente cadenas progenitoras, facilitaria
que éstas se unieran a las cadenas hijas y se
completaria el ICH. Los autores consideran
que este modelo plantea que el mecanismo
de formacién del ICH, podria ser una clase de

reparacién postreplicativa libre de error, es



declr, un ,the;cko»fen;lla JCad.enajrhiJa opuesta a
un 'dimefb"que*‘r\d:“‘{e's ‘reparado por sintesis
postrepllcativa de_novo, podria ser reparado
por la formaclén del ICH.
 Painter (1980), propone un modelo
replicativo en el que los rompimientos e
B ilirltg[ggmlglos de cadena doble, que dan lugar
_-a'los*ICH solo son generados en el sitio de
unién entre un agrupamiento de duplicones
completamente duplicado y uno parcialmente
duplicado. Se basa en el hecho de que
agentes como la mitomicina C (MMC) que
causan una induccién alta de ICH, bloquean
el progreso de la horqullla de duplicacion; en
tanto que agentes como la radiacién-X que no

inducen ICH o lo hacen a una frecuencia baja
inhiben la iniciacion de los agrupamientos
completos Se asume que la formacién del
ICH, se iniclaria con la recombinacion entre
las cadenas hijas de un agrupamiento
duplicado y las pogenitoras del agrupamiento
parcialmente duplicado y se completaria
cuando la duplicacién de este uitimo hubiera
concluido. ElI autor sugiri6 que este
mecanismo podria requerir de la participacion
de una funcioén enzimatica tipo
topoisomerasa.

A la fecha, ninguno de estos modelos
ha resultado ser idéneo para explicar el
mecanismo de formacidbn de ICH; no
obstante, en ellos se aprecia que este puede
ser heterogéneo. Es evidente en los
planteamientos, que las lesiones causantes

del ICH son inespecificas y que la inhibicion

'de la sintesis del

1977,

ADN incrementa . la’
posibilidad de que estas induzcan ICH:(Ishii: y
Bender, 1980). En algunos modelos (Kato,r
Ishii y Bender, 1980), la horqullla de
duplicacién es el sitio donde ocurre el evento,
en tanto que en otros se involucra un nive! de
organizacién mayor del aparato de la
duplicacion del ADN (Shafer, 1977; Painter,
1980). Finalmente, un modelo propone que el
mecanismo de formacion de ICH podria ser
un tipo de reparacion postreplicativa libre de
error (Ishii y Bender, 1980).
En un intento por
situacién Dufrain (1981) propone en su
“hipétesis conformacional”, que los diversos
del ICH,
alteraciones en la conformaciéon molecular del
ADN o del complejo de |la duplicacién, dando

corregir esta

causan

factores promotores

lugar a estrés molecular durante la sintesis y
que este estrés es aliviado por la formacién
de ICH en la horquilla de duplicacion, en las
uniones de duplicones o en las uniones de los
complejos de duplicones. Los ICH no son
causados por lesiones individuales, sino son
el resultado de la suma total de cambios en la
conformacién del ADN vy por lo tanto en las
configuraciones de niveles de organizacion
mas altos como lo duplicones y los complejos
de duplicones.

Los modelos anteriores fueron
criticados por no considerar la participacién
enzimatica en el proceso de formacién de
ICH (Dillehay et al., 1989) y no obstante que

Painter (1980) sugiri6 que una enzima tipo

A |

TESIS CON |
FALLA DE ORIGHN |




podria - intervenir en la
formacién de ICH en las“ uniones = de

duplicones, no dio ninguna descripcion al

topoisomerasa

respecto.
Posteriormente se han propuesto
otros modelos que plantean que las

topoisiomerasas | y |l participan activamente
en el mecanismo de formacion de ICH. La
propuesta se basa por un lado, en el
conocimiento de la funcién de estas proteinas
durante la duplicacién del ADN y por otro
lado, en la capacidad de induccién de ICH por
varios agentes que las inhiben (Dillehay et al.,
1989). Recientemente se ha reforzado la
de entre las
topoisomerasas y el mecanismo de formacién
de ICH. Se determind que el progreso de la
horquilla de duplicacién, es importante para la
funcion de las topoisomerasas (Cortés et al.,

existencia una relacion

1983) y se ha sugerido que estas enzimas
pueden tener un papel significativo en los
mecanismos de recombinacién en general
(Gale y Osheroff, 1992; Pifiero et al.,, 1996;
Fantini et al., 1998). Esto Gltimo es importante
porque tiene relacién con el hecho de que la
de ICH
recombinacién homoéloga (Sonoda et
1999).

Las

formacion estd mediada por

al.,
topoisomerasas son enzimas
nucleares conservadas en eucariontes, que
catalizan diferentes cambios topolégicos en la
molécula de ADN durante la duplicacién,
transcripcion y recombinacién (Dominguez et
al., 2001). Estas modificaciones dependen

P
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basicamente de la capacidad que tienen para
rompimientos en sitios de

superenrollamiento de cadena’
I) o en ambas cadenas

causar
una
(topoisomerasa
(topoisomerasa 1) del ADN; formar enlaces
temporales en los sitios de
rompimientos (complejos
ADN:topoisomerasas), remover los giros de
las cadenas y restaurar los enlaces en el
ADN, dejando a la molécula en su estado
original (Dillehay et al., 1989; Dominguez et
al., 2001). Por lo tanto, facilitan el progreso de
la duplicacién ya que relajan la tension de la

covalentes
escindibles

molécula debida al superenrollamiento de la
doble hélice (Holden et al., 1989). Ejemplos
de la

participacion

modelos que han considerado

de
mecanismo de formacién del ICH, son los

topoisomerasas en el

siguientes:
(1981) en su propuesta,
ICH espontaneos se

Cleaver
consideré que los
producirian entre dobles cadenas duplicadas
durante la remocién de los giros de la cadena
progenitora, como resultado de una alteracion
en la funcién de una topoisomerasa no
especifica. Las lesiones en el ADN, causadas
por la exposicibn a mutagenos, estimularfan
la accidén deficiente de la topoisomerasa, con
lo cual se incrementaria la frecuencia de ICH.

Pommier et al. (1985) postularon un

modelo de formacidn de ICH que involucra el

intercambio de subunidades de
topoisomerasa Il unidas a cada una de las
cadenas dobles duplicadas (complejos



escindibles) con base a que determinaron
una correlaclén cuantitativa entre la Induccién
_.de. ICH y rompimientos de cadena doble en
“los sitios de union de ADN con topoisomerasa
inducidos por agentes
En este modelo,

I, que " fueron
intercaladores. ambos
complejos escindibles se disocian y cada
monémero se reasocla con el mondémero
complementario de la otra doble cadena (de
manera heterdloga), formando un ICH. Se
asume que el incremento en la frecuencia de
ICH por lesiones al ADN, podria ser debido a
que un bloqueo de la horquilla de duplicacion,
prolongaria el periodo de cercania entre los
complejos ADN-topoisomerasa || para
favorecer la reasociacion heteréloga

Dillehay et al. (1989) en un modelo
“desplazamiento

denominado como

homdélogo”, proponen que los complejos
ADN-topoisomerasas | y |l formados en las
cadenas progenitoras dirigen los intercambios
de cadenas que dan lugar al ICH cuando una
cadena hombdloga vecina, no involucrada en
el complejo, es desplazada a través de unién
complementaria desde el complejo. El ICH
ocurriria durante la remocién de los giros de
la hélice progenitora por la accién de
topoisomerasas | y Il y asumen que este
mecanismo, podria operar para modelos ya
propuestos (Kato, 1977; Ishii y Bender, 1980;
Cleaver, 1981). Las topoisomerasas dirigirian
las incisiones de las cadenas en los sitios
adecuados y facilitarian la proximidad de los

extremos libres de las mismas, para su union
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Ademas,
explicaria

de complementario. el
desplazamiento  homélogo
incremento de ICH por lesiones al ADN, ya
que dicho desplazamiento sucederfa en un
lapso mayor debido al bloqueo de la horquilla
de duplicacién a causa del dafio. Finalmente,
al completarse el ICH, se reanudarla el
progreso de la horquilla de duplicacion
después del bloqueo. o ;
Holden et al. 1989 proponen},que el
ICH espontaneo se puede producir a causa
de fallas ocasionales en la reunién de las
cadenas originales durante el proceso normal
de
aumentar por perturbaciones debidas a la
de de
topoisomerasas, provocando un aumento en
la frecuencia de ICH. Algunas perturbaciones

tipo
el

Dichas fallas pueden

duplicacion.

presencia inhibidores las

podrian persistir y causar incrementos de ICH
en generaciones celulares sucesivas,

Posteriormente, Morales-Ramirez et
(1990)
recombinacional para la formacién de ICH, la

al. propusieron un modelo

reparacién o la persistencia de lesiones
inductoras, el cual se basa en el modelo de
Moore vy

reparacion

recombinacion bacteriana de
(1976) y en el de
postreplicativa en eucariontes de Lavin,
(1978) y abre la
duplicacién del ADN puede progresar en

Holliday,
la posibilidad de que

presencia de lesiones de tal forma que

durante la resolucibn del intermediario de
Holliday puede ocurrir intercambio de doble

cadena en el sitio donde esta dicha lesion, es
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decir, se formaria un ICH; la otra alternativa
es que se genere un intercambio de cadena
sencilla, el cual no daria lugar a ICH.

1.3.2. La formacion de ICH como
expresion de la recombinacion homodloga

Como se menciond, los modelos para
explicar el mecanismo de formacion de ICH,
consideran que el evento es el resultado de
reparacién recombinacional (Ishii y Bender,
1980) y evidencias previas demostraron que
la presencia de ADN hibrido esta involucrada
en la formacién de ICH inducidos por la
mitomicina C (MMC), recombindgeno
potente  (Moore vy 1976).
Posteriormente, se propuso que la frecuencia
de ICH es una medida citogenética de
eventos de recombinacion (Pommier et al.,
1988) y ha sido generalmente aceptado el
hecho de que el ICH es el resultado de un
proceso de recombinacién homdloga, que
sucede durante la etapa de sintesis (Morales-
la

un
Holliday,

Ramirez et al., 1990} y comprende
produccion de rompimientos en la cadena
doble de las cromatidas hermanas en
supuestamente, el mismo iocus e intercambio
y reunién de las subunidades resultantes de
tales rompimientos (Wolff, 1982).

La recombinacién homoéloga (RH), es
una de las dos vias principales de reparacién
de rompimientos de cadena doble de ADN
(Morrison y Takeda, 2000),
cruzados intercadena y de otros tipos de

dafio (Godthelp et al., 2002). Es un proceso

de enlaces
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que estd Intimamente asociado a la

duplicacién del ADN, ya que opera cuando la
horquilla de duplicacién se bloquea por un
rompimiento de cadena doble, que se
produce a partir de una lesion de cadena
sencilla que no ha sido reparada por escisién
(Kuzminov, 2001; Okada et al., 2002). Se han
descrito los genes involucrados en la RH, asf{

como las proteinas codificadas por ellos y se

ha observado que son altamente
conservados . desde bacterias hasta
eucariontes (Morrison y Takeda, 2000).

Numerosas evidencias han sugerido que el
proceso de formacion de ICH es mediado por
RH en células de eucariontes (Sonoda et al.,
1999; Takata et al., 2000; Lambert y Lopez,
2001) y la induccién de ICH se ha empleado
frecuentemente como un indicador citolégico
de recombinacion homéloga (Fasullo et al.,
2001; French et al.,, 2002; Miyagawa et al.,
2002; Yamashita et al., 2002). Un estudio con
células de pollo deficientes en los genes
RAD51 y RAD54, centrales de la via de RH,
permiti6 detectar una reduccion significativa
en la frecuencia de ICH espontaneos y la de
los inducidos por MMC. La reconstitucion de
la via de RH, por la expresion del transgen
humano RADS1 en estas células, restauro los
niveles normales de ICH (Sonoda et al.,
1999). Por otro lado, los resultados de un
experimento con células de xeroderma

pigmentosum  variante, mostraron una

correlacién entre la induccion de frecuencias
altas de ICH y la formacién de complejo



hMret1, lnvolucrado en

la_ esclsion e
“al.; 1983;

intercambio ‘dela doble cadena de ADN":'**

durante el proceso de RH (Limoll et al;, 2000)

éxpresién de genes silenciosos (Woodcock et

lanni et al.,, 2000) y también l|a

fjg.,ca'pacidad de estos compuestos para inducir

Aunado a esto, varlos datos han *mostrado

defi cnencia en

la via de

que la

implicadas en

MMS, 4-n|troqumole|na

estimula  la producclé 1 ; por
mecanismos de- recomblnacién homéloga
dependientes del gen RADS51. (Fasulllo et al.,
2001).

1.3.3. de

cambios eplgenéticos

Formacion ICH por

Entre los cambios heredables, que no
alteran la secuencia de bases del ADN, el
proceso de metilaciébn de la citosina ha sido
ampliamente estudiado por su participacion
en la estabilidad genémica y en la represion
2001).
reversible y dindmico que

génica (Kress et al., Este es un

proceso se
establece durante |la gametogénesis y cambia
a través del desarrollo en los mamiferos
(Hsieh-C-L, 2000),
proceso pueden dar lugar a carcinogénesis
(Wolffe et al.,, 1999; Paz et al.,, 2003). El

empleo de inhibidores de la metilacion, tales

los errores en dicho

como la 5-azacitidina (5-azaC) han permitido
de

tales como

consecuencias la

ADN

estudiar las

desmetilacién  del la

‘[qi‘ncrementos significativos de la frecuencia
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basal de ICH (Ikushima, 1984; Perticone et al,
1987, 1997; Albanesi et al, 1999).

obstante que no se conoce el mecanismo a
través del cual la desmetilaciéon del ADN da
lugar a este fendmeno, se ha demostrado que
esto ocurre durante la duplicacion de ADN
hemimetilado o desmetilado con &§-azaC
1984), induccion se
mantiene constante por de 10
generaciones celulares (Perticone et al.,

(Ikushima, que esta

méas

1987) y se asocia con disminucién de la
metilacién genémica (Perticone et al., 1990).
Ademds, se demostré que la desmetilacion
sensibiliza al ADN para la induccion de ICH
la exposicion a otros compuestos
(Ikushima., 1984; Lavia et al., 1985; Perticone
1997). Se demostré que el incremento

para

et al.,
en ICH es observado solamente si la 5-azaC
es administrada dos ciclos antes del analisis
(Albanesi et al., 1998) es decir, cuando el
ADN hemimetilado entra en proceso de
duplicacién y se ha pensado que si la
hemimetilaciéon es considerada como un paso
intermediario en el proceso de desmetilacion,
el que a su vez esta relacionado con la
expresion geénica; entonces, la desmetilacion
génica podria ser una causa del incremento
en el ICH (Bianchi et al., 1988). E! hecho de
que de de.

desmetilacién para la induccién de ICH, fuera

la eficiencia un evento
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mas baja en comparacidon con la observada
por la exposicion a agentes alquilantes tales
como 8-mettoxipsoralen, sugiri6 que I[a
induccién de ICH por 5-azaC podria ser a
través de un efecto indirecto a partir de
cambios de amplio rango inducidos en el
ADN (Shipley et al., 1985). Se ha propuesto
por que entre
desmetilacion e ICH es a través de una
perturbacién de la maqguinaria celular a nivel
de la horquilla de duplicacion, la cual produce

un incremento en el apareamiento erréneo,

otra parte, la relacion

que da lugar a eventos de recombinacion.
Como el nivel de metilacibn es mantenido
(heredado), a través de varias generaciones
celulares, el incremento en el ICH también es
mantenido a causa de esos eventos
1987).
dichos

recombinacionales (Perticone et al.,

Otros autores proponen que
incrementos son causados por acumulaciéon
de erraores que no pueden ser detectados por
la actividad correctora de la polimerasa, ya
que esta no puede distinguir entre la cadena
progenitora que debe estar metilada y la
sintetizada metilada
1999). Ademas, con base en
los resultados de la investigacidn acerca de la
y
epigenelicos en relacién a la carcinogénesis
ha

compuestos

recientemente no

(Albanesi et al.,
asociacion entre cambios genéticos

diferentes
y
alquilantes como la ENU, que causan
diferentes tipos de dafio al ADN, los cuales

eventualmente puede dar Iugar a mutaciones

-

se determinado  que

como radiacibn gamma,
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también provocan también desmetilacién en
la molécula (Wachsman, 1999) y este dailo,
es el mismo que esta involucrado en la
induccibn de ICH causada por dichos

compuestos.
1.4. Significado biolégico del ICH

A pesar de que a la fecha no se ha

podido esclarecer completamente el
significado biologico del ICH, hay evidencias
muy claras de que representa o es la

expresion de dafio al ADN, por lo cual, el

andlisis de la induccidn de ICH ha sido
empleado como un indicador de
genotoxicidad.  Varios resultados han
permitido demostrar que agentes con

actividad y carcinogénica
conocida, causan incrementos significativos
en la frecuencia de ICH tanto en modelos
experimentales in vitro (Perry y Evans, 1975)
como en modelos in vivo (Nakanishi y
Schneider, 1979; Palitti et al., 1982).

Se ha observado que el evento de ICH
ocurre ampliamente en la naturaleza, ya que
se ha detectado en una gran variedad de
células y desde
eucariontes inferiores (Fasulio et al., 2001)
hasta organismos altamente evolucionados
como el hombre (Chao et al,. 1985; Escalza
et al.,, 1989; Wei et al.,, 1993; Sonoda et al.,
1999; Limoli et al.,, 2000; Miyagawa et al.,
2002), lo cual sugiere que el ICH representa o
es la expresiéon de un proceso biolégicamente

mutagénica

animales vegetales,



relevante que ha sido preservado a través de
la evalucion.”
1.41. Correlacion del ICH con
eventos celulares
La correlacion del ICH con ofros
eventos ha sido debatida, aunque se ha
demostrado que ICH
aumenta con la dosis de los mutagenos
(Perry y Evans, 1975), no estd bien
establecida la relacion entre ICH y mutacion
(Ishida et al., 1989; Capucci et al., 1995) y lo
mlsrﬁb ocurre en la correlacibn ICH-
cltotoxicidad (Pommier et eal., 1988; Ishida et
' al., 1989; Capucci et al., 1995). Respecto a la
ICH vy
algunas evidencias

la frecuencia de

vinculacién  entre aberraciones

cromosomicas, indican
que estos eventos estan involucrados con
de

mecanismos de reparacién distintos (Capucci

diferentes  tipos lesiones © con

et al., 1995) y otros datos muestran que una
proporcidn de los ICH inducidos por rayos X
(ICHs
aberraciones

‘falsos") estdn relacionados con

cromosémicas (Morales-

Ramirez et al., 1983, 1984, 1988, Bruckman

et al.,, 1999a; Sayed Aly et al, 2002).
1.4.2. Relacién entre ICH vy
reparacioén

Se ha considerado que el evento de
ICH podria ser la manifestacion de reparacion
de lesiones o de desviacién de la duplicacion
del ADN en presencia de dafio a esta
molécula durante la etapa de sintesis (Kishi,
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1987; Stoilov et al, 2002);, a través de
reparacion post-repllcatlva (Afzal et al., 1995)
de reparamén de errores de apareamiento
(Rasoun -Nia et al 1994 Kalna etal., 1997) 0
de un. proceso de recombmacién homoéloga
(Sonoda‘et'al 1999 Limoli et al., 2000;
Plchlerrl et al‘ 2001)

La . relacion  estrecha
formaclén de. . ICH vy
recombinaciéon homologa ha permitido sugerir
que este evento representa un indice de
estabilidad cromosémica (Sonoda et al.,
1999), va que el dafio genético que no es
reparado por vias de reparacion por escision,
bloquea la duplicacion del ADN dando lugar a
lesiones como rompimientos o huecos en las
2002).
lesiones pueden ser reparadas a
de
homdloga usando

entre la

la reparacion por

cromatidas hermanas (Okada et al,,
Dichas
través reparaciéon por recombinacién
la cromatida hermana
2002).
Este proceso es mas frecuente de lo que se
habia pensado (Johnson y Jasin, 2001) vy da
como resultado la restauracion exacta del

ADN (Hartsuiker et al., 2001).

intacta como molde (Yamashita et al.,

1.4.3. Persistencia de las lesiones
inductoras de ICH y significado bioldgico
del ICH

Se ha determinado que el ICH es
compatible con la supervivencia celular, ya
que el tratamiento con diferentes agentes,
causa induccidon significativa de ICH mucho

tiempo después del tratamiento; tanto en




poblaciones celulares en proliferacion
(Popescu et al., 1985; Morales-Ramirez et al.,
1984, 1988, 1990, 1992, 1995a) como en
aquéllas que no estan en proliferacion (He y
Lambert, 1985; Conner, 1986; Tucker et al.,
1986).
Esto
inductoras de ICH o los cambios que generan
en el ADN (Albanesi et al., 1999) permiten su

celulares

significa que las lesiones

duplicacibn en generaciones
sucesivas.
La persistencia de lesiones se ha

asociado la transformaciéon celular
(Margison y Kleihues, 1975; Popescu et al,,
1985) y existen unos datos que indican que

relacién directa entre actividad

con

hay una
tumorigénica y persistencia de
inductoras de ICH por la exposicién in vivo a
carcinbgenos (Popescu et al., 1985; Conner,
1986), y de persistencia muy prolongada, de

lesiones

induccién de ICH por exposicién in vivo
(Tucker et al., 1990) o in vitro (Natarajan et
al., 1983) a agentes antineoplasicos {Tucker
et al., 1990; Herens et al., 1995). Por lo tanto,
el estudio de la persistencia de lesiones
de ICH podria contribuir al
conocimiento del significado biolégico de los
ICH y también de

formacion.

inductoras

su  mecanismo de

1.5. Destino de las lesiones inductoras de
ICH
En el recombinacional de

Morales-Ramirez et al. (1990) para explicar la

modelo

ret VT
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la
los

reparacion ©
Inductoras,

formacion de ICH, la

persistencia de lesiones
autores plantean que la lesién puede o no ser
reparada en el momento de la formacién del
ICH o como consecuencia del mismo. Lo cual
se podria inferir de la frecuencia de |ICH en
ciclos de division celular sucesivos a partir del
ciclo en el cual se produjeron las lesiones. E!
hecho de que la molécula de ADN con
lesiones sea capaz de duplicarse, indica que
éstas pueden ser toleradas. La tolerancia al
dafio por agentes alquilantes ya ha sido
demostrada (Aquilina et al., 1997). Esto seria
probado con la ocurrencia de ICH en ciclos
la

en el ocurre

subsecuentes a aquél
exposicién a los agentes. La persistencia de
lesiones también se puede establecer cuando
las lesiones dan lugar a ICH en un ciclo y
vuelven a causar ICH en el mismo locus del
cromosoma en el ciclo subsiguiente (lesiones
tenaces).

Por lo tanto, en el estudio de la
persistencia de lesiones inductoras de ICH,
ha sido importante el desarrollo de protocolos
que permiten evaluar la persistencia o la
reparaclon de las lesiones inductoras de ICH
durante el ciclo celular (Gonzalez-Beltran vy
Morales-Ramirez, 1999, 2003) asf como a
de de celular
subsecuentes (Schvartzman et al., 1985;
Escalza et al.,, 1989; Morales-Ramirez et al.,
1988, 1990, 1992, 1995a).

través ciclos divisién



1.5.1. Protocolos para estudiar el
destino de las lesiones inductoras de ICH
El empleo del protocolo tradicional
para analizar el ICH, de la tincién diferencial
en dos tonos de las cromatidas hermanas,
permite evaluar la suma de los ICH que
ocurrieron en dos ciclos sucesivos, pero no
da mformacion de la frecuencia de ICH en
cada uno de ellos y por lo tanto de la
reparacion o persistencia de lesiones de un
al la
de y
tenaces, las cuales dan lugar a ICH en el

ciclo. - celular siguiente. Ademas,

produccién lesiones persistentes
mismo locus en ciclos subsecuentes (Stetka,
1979; Morales-Ramirez et al., 1988; 1990;
1992; 19956a) tampoco pueden ser estimadas,
ya que en este caso ocurre ia cancelacién de

ambos ICH por la tincién

Exposicién a los mutagenos en diferentes
ciclos celulares

En algunos trabajos, la exposicion a
los mutagenos se llevé a cabo en diferentes
ciclos y con base en la comparacion de la
induccién de ICH observada en cada caso, se
infirié la induccion de ICH por ciclo (Conner et
al., 1984, Kaina y Aurich, 1985). De esta
las lesiones

manera, se concluyd que

causadas por algunos agentes son
principalmente primarias, ya que produjeron
ICH en ei
tratamiento. Otros agentes causan ademas,
ya

ICH un ciclo después de

ciclo en el que ocurrio el

lesiones secundarias, que también

indujeron la
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exposicion y otros mutagenos causaron sobre
todo lesiones secundarias (Kaina y Aurich,
1985). De estos resultados se concluydé que
las lesiones secundarias se originan de
lesiones primarias no inductoras de ICH, las
cuales requieren que el ADN se duplique para
transformarse en lesiones inductoras, es
decir, no se reparan, sino que son toleradas
(Kaina y Aurich, 1985). Sin embargo, esta
estrategia no es del todo valida, ya que la
induccion de ICH en el primer ciclo de division
ocurre en ADN no sustituido y en el segundo
ciclo, en ADN unifilarmente sustituido con
la BrdU

ejerce un efecto modulador para la induccién

BrdU y como se ha demostrado,

de ICH causada por los mutagenos (Morris et
al., 1992,
1995a). Ademas, la exposicion en el primer

1992; Morales-Ramirez et al.,

ciclo abre la posibilidad de cancelacion de los
ICH que suceden en el mismo locus en dos
ciclos subsecuentes, los cuales se deben a la
presencia de lesiones persistentes y tenaces
(Morales-Ramirez et al., 1988, 1990, 1992,

1995a).

Anidlisis de ICH sencillos vs gemelos y de
asimétricos vs simétricos

Otros protocolos que también emplean
la tincion diferencial en dos tonos y que
ademas permiten evaluar la induccién de |ICH
por ciclo son a través del analisis de ICH
1985) y
mediante el analisis de ICH asimétricos vy
1984). En el primer

gemelos e ICH sencillos (Speit et al.,

simétricos (Conner et al.,




caso, los ICH se observan en células
endorreduplicadas_que_se han dividido dos
veces en presencia de BrdU. Los gemelos
ocurren en "éflkr:ﬁi"'i‘m'ér ciclo y los sencillos en el
segundo ciclo. En el segundo caso, el analisis
se lleva a cabo en células que se han dividido
durante tres ciclos en presencia de BrdU; los
asimétricos representan la suma de los ICH
que suceden en el primero y en el segundo
ciclo y los simétricos son los ICH que ocurren
en el tercer ciclo. Aunque ambos protocolos
permiten evaluar la reparacion y persistencia
de de ICH, hubo

contradiccion en los resultados relacionados

lesiones inductoras
con la persistencia de lesiones causadas por
MMC y metoxipsoralen mas luz UVA (Ishii y
1978; Linnaima y Wolff, 1982).
Ademas, ninguno de estos protocolos es

Bender,

capaz de medir la produccién de ICH debida
a lesiones persistentes y tenaces.

Estos hechos son los que quizd han
contribuido a que ninguno de los dos
protocolos haya sido empleado lo suficiente
como para profundizar en la investigacion
sobre el esclarecimiento del mecanismo de
formacion y del significado biolégico del ICH.

Protocolo de tincion diferencial en tres
tonos de las cromatidas hermanas

Un protocolo de tincion diferencial en
tres tonos de las cromatidas hermanas
(TDTT) fue desarrollado primero en modelos
in vitro (Schvartzman y Goyanes, 1980) y
in vivo

después en sistemas (Morales-
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Ramirez et al.,, 1987). Se basa en la
incorporacion de BrdU al ADN durante tres
ciclos de division celular sucesivos; a dosis
baja en el primero y alta en el segundo y
tercer ciclos. Permite distinguir los ICH que
ocurren en cada uno de esos ciclos, asi como
los que suceden en el mismo locus en dos
divisiones subsecuentes (Morales-Ramirez et
al.,, 1988). Ademas, facilita la interpretacion
del la Brdu la
capacidad de los mutagenos para inducir ICH
(Morales-Ramirez et al., 1990, 1992, 1995a)

en ciclos de divisidbn celular subsecuentes.

efecto que tiene sobre

Este protocolo se ha empleado en células
vegetales (Escalza et al., 1985,1989), células
humanas (Daza et al.,, 1992) o celulas de
criceto chino in vitro (Escalza et al.,, 1992) y
en células de la médula bsea de raton in vivo
1988, 1990, 1992,
destino de las

(Morales-Ramirez etal.,
1995a),
lesiones inductoras de ICH, causadas por la

para estudiar el

exposicion a un soélo tiempo, a diferentes
mutagenos durante el primero o el segundo
ciclo. De esta manera se determind que la
radiacibn UV (Schvartzman et al., 1985), la
radiacion gamma (Morales-Ramirez et al.,
1988) y diferentes mutagenos quimicos como
ciertos agentes alquilantes (Daza et al., 1992;
Escalza et al., 1992; Morales-Ramirez et al.,
1990; 1992; 1995a), producen lesiones que
tienen diferentes grados de reparabilidad,
persistencia y tenacidad para la produccion
de ICH (Morales-Ramirez et al.,, 1988, 1990,

1992, 1995a). se ha podido

Ademas,

B
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determinar el efecto de la mcorporacnén de; 7

para  inducir ICH; de

sensibilizacién o de inhibicién.
El anélisis de los resultados obtenidos
en experimentos con estos mutagenos, en el

en

modelo in vivo de células de Ia médula 6sear

de ratén, en términos de un marco teérico de
probabilidades, indicé que las - lesiones
inductoras de ICH tienen-100% 6 50% de
posibilidad de dar lugar a ICH en ciclos
subsecuentes (Morales-Ramirez et al 1990,
1992, 1995a) y fue la base experimental para
proponer el modelo recombinacional
(Morales-Ramirez et al., 1990) que explica la
formaciobn de ICH generada por lesiones
persistentes, las cuales pueden ser toleradas
por la célula.

No obstante que el protocolo TDTT ha
permitido un acercamiento importante en el
estudio del destino de las lesiones inductoras
de ICH, tiene el problema de que el empleo
de un solo tiempo de exposicién puede crear
incertidumbre para obtener inferencias de la
persistencia o reparabilidad de las lesiones a
partir de las frecuencias de ICH inducidas por
los mutagenos.

Debido a que los altos incrementos de
ICH producidos en el siguiente ciclo al de la
exposicion a un sélo tiempo, a algunos
agentes alquilantes, en células de medula
1992, 1995a),
no se ajustaron a lo esperado de acuerdo con
el marco teérico de probabilidades, no resultd

6sea (Morales-Ramirez et al.,

térm!n,,
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facil - inferir el destino de las lesiones

BrdU sobre |la capacidad de esos mutégenos involucradas, ya que dos aiternativas. eran

() que lesiones originales no

probables:
producidas en el ciclo ‘de la

inductoras,
exposicion, persistieran hasta el subsiguiente,
transformandose en inductoras de ICH o (ii)
que esos incrementos fueran debidos a la
formacion de lesiones reclentes en relacién al
ciclo postratamiento. La eleccién de una de
estas posibilidades es posible solamente si se
conoce la relaclon entre la induccién de ICH y
el curso de la duplicacion del ADN; en funcion
del tiempo de exposicion a los mutagenos, ya
que la duda la probabilidad de
asincronia entre el tiempo de exposicién a los

refleja

mutagenos y el curso de la duplicacion del
ADN durante la divisién celular.

Teoricamente, la induccién de ICH
debida a lesiones no persistentes ocurrird en
el ciclo de la exposicion; en los subsecuentes
la causada por lesiones persistentes; ambos
tipos de lesiones se habrian producido
delante de la horquilla de duplicacién. La
segunda alternativa implica que hubo un
desfasamiento entre el tiempo de exposicidon
y el curso de la duplicacion del ADN, ya que
abre la posibilidad de que las lesiones
hubieran-ocurrido detras de la hearquilla de
duplicacion; en las cadenas recientemente
sintetizadas con lo cual, ya no se expresaron
como ICH en el ciclo de la exposicion, sino en

el subsiguiente; pero no son persistentes.

Para poder establecer la relacién entre
ICH y el

la induccién de curso de la




duplicacién del ADN, es adecuado el empleo
de varios tiempos de exposicibn a los
mutagenos durante los tres ciclos de division
celular de protocolo TDTT, con lo cual, e
empleo de éste seria mas Util para estudiar el
destino de las lesiones inductoras de ICH.

1.6. Efecto de la BrdU sobre la induccién
de ICH

1.6.1. Efecto de la incorporacién de
la BrdU per se

Se ha establecido que la BrdU
ICH por
mutagenos, es capaz de inducir per se este
evento. Algunos resultados demostraron que
su incorporacion durante la dupiicacién del
ADN aumenta la posibilidad de produccion
de ICH (Mazrimas y Stetka, 1978), en tanto

que otros datos indicaron que cuando la BrdU

empleada para |la deteccion de

ya esta incorporada en la cadena que actia
como molde durante la sintesis de ADN,
induce ICH (O’ Neill et al., 1983; Suzuki y
Yosida, 1983; Stetka y Spahn, 1984; Escaiza
1985; Zijno et al ., 1989).

Otras han
establecer que la frecuencia de ICH aumenta

et al.,
evidencias permitido
de manera proporcional con el nivel de
incorporacién del analogo (Schvartzman vy
1980; Schvartzman et al.,, 1985;
Morales-Ramirez et al., 1987; Escalza et al.,
1989) y datos adicionales indican que este

Goyanes,

aumento se relaciona también con los

métodos empleados para la deteccién del
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ICH, ya que después de la incorporacién in
vivo de la misma dosis de BrdU, en dos
experimentos paralelos que usaron diferentes
procedimientos, la frecuencia fue mas aita
cuando los ICH se evidenciaron mediante la
técnica de tincion diferencial de fluorescencia
mas Giemsa, que cuando se usd el método
de deteccidn inmunocitoquimico (Russo et al.,
1994).

Se ha determinado que la alteracion
del equilibrio de las pozas de nuclettidos
celulares también tienen importancia para la
induccién de ICH. Esto ha sido demostrado
mediante la utilizacién de lineas celulares
mutantes con diferentes tasas de actividad de
la enzima timidilato sintetaza (TMP) (Morris,
1991). Células de pacientes con sindrome de
Bloom, actividad TMP reducida,
cultivadas en una poza baja en timidina
presentan reduccion notable de la frecuencia
de ICH (Shiraishi et al 1989), en cambio,
lineas celulares linfoblastoideas humanas con
actividad TMP
incremento en la frecuencia de ICH (Taguchi
y Shiralshi, 1989). Ademas, el co-cultivo en
pozas altas en timidina, de células que tienen
niveles altos de TMP con células de niveles
bajos reduce la induccién de ICH en estas
dltimas (Shiraishi y Li, 1990).

El o los mecanismos a través de los

con

aumentada, muestran

cuales la BrdU induce ICH no se han
establecido. La observacion de
proporcionalidad entre las frecuencias

basales de ICH obtenidas en el primero y



segundo ciclos, con respecto a la dosis de
BrdU administrada durante tres ciclos, sugiridé
que la presencia de BrdU durante la sintesis
del ADN induce el ICH. Sin embargo, el
ICH en el
haber usado la misma dosis,

aumento de tercer ciclo, no
obstante el
apoya la idea de que la duplicacion de una
cadena de ADN sustituida también induce
ICH (Morales-Ramirez et al., 1987).

La disminucion de la induccién de ICH
por antipaina y dimetilsuiféxido en células SB
sugirio que los radicales libres producidos por
la incorporacibn de la BrdU en el ADN
(Schwartz y Weichselbaum, 1985) estan
involucrados en la formacién de los ICH, lo
cual fue confirmado con la observacion de
una frecuencia baja de ICH en células de
criceto chino mediante el empleo de marcaje
con biotina-dUTP(biotina) en vez de BrdU, ya
que la primera no causa la formacion de
radicales libres (Bruckmann et al., 1998b).

Por
indican que la sustitucion de BrdU en el ADN

otro lado, algunos resultados

no es la causa del incremento en la
frecuencia basal de ICH en ciertos tipos
celulares (Tsuji et al.,, 1986, Wang et al,,
2000; Yankiwiski et al., 2001; Gaymes et al.,
2002), sino mas bién, lo es el genotipo de
dichas células. En un estudio (Tsuji et al.,
1986), con células mutantes que tienen una
frecuencia basal de ICH mas alta que la de
sus  progenitoras (cuatro veces), las
de ICH

constantes en un rango amplio de sustitucion

frecuencias permanecieron
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de timidina por BrdU (2-90%) y los autores
concluyeron que las mutaciones de estas
las de esa

son responsables

células,
induccién y no el efecto de la sustitucion de
BrdU en el ADN. En otra investigacidn, en
células provenientes de pacientes con SB,
(Wang et al.,, 2000; Yankiwiski et al., 2001;
2002),
recientemente que una mutacién en el gen

BLM, es el origen de la alta frecuencia de ICH

Gaymes et al, se demostrd

en éstas células, ya que esta mutacion causa
una alteracion en la actividad de una helicasa
que es esencial para el mantenimiento de la
estabilidad gendmica en estos individuos e
implica que la presencia de BrdU en el ADN
de estas células no tiene que ver con la

induccion alta de ICH.

1.6.2. Modulador de la

incorporacion de BrdU sobre la induccién

Papel

de ICH por mutagenos

Numerosas evidencias indican que el
papel modulador de la BrdU ocurre de forma
diferente entre los mutagenos (Morris et al.,
1992; Morales-Ramirez et al., 1992, 1995).
Otros datos indican que dicho efecto sucede
cuando se emplean concentraciones altas de
los mutagenos (Natarajan et al., 1986) y que
inhibidores de la
poli(ADP-ribosa)polimerasa, de
sustitucion de BrdU en el ADN es decisivo
y 1984). La
modulacion de la BrdU puede considerarse

en el caso de ciertos

el nivel

(Zwanenburg Natarajan,

en base a lo siguiente:
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Sensibilizacién

Existen evidencias de que la induccién
de ICH es mas alta, cuando la exposiclén a
los mutagenos ocurre después de la
incorporacion de BrdU; esto se interpreté en
términos de que el ADN sustituido es maés
sensiblé*para la Induccién de ICH causada
por los mutagenos, como es el caso de la
exposicion radiacién ionizante, tanto in vitro
! 1982) como in vivo (Morales-
Ramirez et al., 1983, 1984, 1994); las metil y
etil nitrosoureas (MNU, ENU) (Gonzalez-
Beltran y Morales-Ramirez, 1999; Morales-
2001),
glandula salival de ratén;

polimerasa o (Morgan y Wolff, 1984a), en

(Renault et al.,

en células de la

inhibidores de la

Ramirez et al,

células en cultivo; cisteamina y cistamina
(Speit et al., 1980) en células V-79 de criceto
chino, etc. Otros resultados, indicaron que los
altos incrementos de ICH producidos por la
camptotecina (inhibidor de la topoisomerasa
) ocurren no solamente por la BrdU
incorporada en el ADN, sino también por la
que esta presente en el medio durante la

duplicacién (Zhao et al., 1992).

Inhibicion

Por otro lado, se han reportado datos

que indican que la exposicion a ciertos
mutagenos, de células cuyo ADN esta
sustituido con BrdU, causa una induccion
menor de ICH y esto ha sido interpretado

como debido a un efecto inhibidor de la BrdU
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(Morales-Ramirez et al, 1992). En células V-
79 de ovario de criceto chino que fueron
expuestas MNNG después de Ila
incorporacién de BrdU se observé una
reduccion en la frecuencia de ICH de un 70-
80% en relacion con la frecuencia observada
cuando las células se expusieron antes del
suministro de BrdU(Popescu et al., 1980). En
el mismo tipo celular, la exposicibn a MMS
después de la incorporacién de BrdU indujo
una frecuencia de ICH equivalente a un 50%
respecto a la obtenida en céluias expuestas
antes de la incorporacion de BrdU (Ockey,
1981); lo mismo sucedid en experimentos
similares en células de médula ésea de ratén,
in vivo (Morales-Ramirez et al, 1992).
Ademas, (Rodriguez-Reyes,
1996) indican también la existencia de un
efecto inhibidor de la incorporacién de BrdU
ICH causada por

a

otros datos

para la induccibn de
dimetilnitrosamina en células de la médula

Gsea.

Ausencia de efecto modulador

Otros resultados, muestran que la
incorporacion de BrdU no tiene efecto sobre
la induccibn de ICH causada por ciertos
mutagenos como bleomicina, proflavina vy
MMC (Morgan y Wolff, 1984b) y de
inhibidores de la poli(ADP-ribosa)polimerasa
(Morgan y Wolff, 1984c); o sobre el efecto
sinérgico del postratamiento con cafeina, de
de con xeroderma

células pacientes



pigmentosum, expuestas .previamente ‘a luz
UV (Tohda y Olkawa, 1988). Asl° mismo, se
considerd el tratamiento con TPA (12-O-
~ tetradecanoilforbol-13-acetato), un promotor
de tumores que provocd incrementos de ICH
independientemente de la concentracion de
BrdU en el ADN (Popescu et al., 1982;
Schwartz et al., 1982) y la induccién similar
de ICH en cromosomas descendientes de
cadenas no sustituidas y en descendientes de
cadenas sustituidas con BrdU, causada por la
exposiciéon de células de ta médula ésea a
ciclofosfamida (Morales-Ramirez et al., 1990)
y a etil metanosulfonato (EMS) (Rodriguez-
Reyes, 1996)

Controversia del efecto modulador de la
BrdU

Por otro lado, se ha observado que
exisle controversia en cuanto al efecto
modulador de la incorporacion de BrdU sobre
la induccién de ICH por algunos mutagenos.
En células de glandula salival de raton in vivo,
la exposicion a MMS en ADN sustituido causé
un efecto sensibilizador, ya que incrementé la
de ICH 100%

la detectada

frecuencia en un en

comparacién con por la
exposicién en ADN nativo (Gonzalez-Beltran
y Morales-Ramirez, 2003). Esto datos son
totaimente diferentes de los previamente
reportados para este mutageno (Ockey, 1981,
Morales-Ramirez et al., 1992). Una situacion

mas complicada se observa con la MMC,
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cuya capacidad inductora no se modificd por
la-incorporaéién de:BrdU en células en cultivo
(Morgan _y_WQVI;ff.V 1984c), pero si lo fue en
células de la médrula bsea, en las que se
detectd un .,afectb sensibllizador (Moralés-
Ramirez et ‘al., 1990), ya que cromosomas
con incorporacién aita de BrdU, mostraron
una frecuer;glré'de' ICH equivalente a casi tres
veces mas-que l|a de cromosomas con
sustitucién baja. En cambio, los resultados en
células de glandula salival con su ADN
sustituido (Morales-Ramirez et al., 1995b)
indican la existencia de un efecto inhibidor
debido a que la exposicion a MMC causé una
reduccién en la frecuencia de ICH equivalente
a un 20% respecto a la que se encontré en
células no sustituidas. Ademas, el hecho de

que células CHO, expuestas a MMC;
marcadas con biotina, tuvieron una frecuencia
ligeramente mayor que la de células

marcadas con BrdU (Stoilov et al., 2002),
apoyaria la existencla de un efecto inhibidor
de la BrdU, ya que se ha sugerido que la
biotina no interfiere con la capacidad de los
mutagenos para inducir ICH (Bruckmann et
al., 1999a, b). En cuanto al EMS, se reportd
ausencia de efecto modulador en células de
médula 6sea (Rodriguez-Reyes, 1996), pero
an células de glandula salival se detectd
sensibilizacién (Gonzalez-Beltréan y Morales-
Ramirez, 2003). Es posible que la explicacion
para estas controversias se relacione por un
lado, con distintas variables como: la dosis de
BrdU, el nivel de sustitucion de BrdU en el

TESIS G
FALLA DF Ofiyeve s




ADN, o la concentracion de BrdU presente
durante la duplicacion del ADN con lesiones;
que pueden ser especificas en diferentes
trabajos y por otro lado también podria influir
el hecho de que en varios experimentos se
emplea el marcaje de BrdU en los dos o tres
ciclos que abarca el protocolo usado (Ockey,
1981; Morgan y Wolff, 1984c; Rodriguez-
Reyes, 1996), y en otros, dicho marcaje
solamente sucede en el primer ciclo (Morales-
1995b; Gonzalez-Beltran y
Morales-Ramirez, 1998, 2003).
Adicionalmente, la absorcion de la BrdU
puede ocurrir de distinta manera entre los
sistemas in vivo e in vitro y en células de

Ramirez et al.,

tejidos diferentes.

1.6.3. Modulacién de la BrdU sobre
el destino de las lesiones inductoras de
ICH

En el estudio de! destino de las
lesiones inductoras de ICH es ideal tener el
control de las variables arriba mencionadas y
poder hacer Inferencias de la forma en que la
BrdU afecta la capacidad de induccién de ICH
por los mutagenos, la persistencia y el grado
de reparacion de las lesiones inductoras
duranle divisiones celulares sucesivas; asi
la tenacidad de las leslones para
inducir  ICH.
tenacidad son términos que se aplican a la
produccién de ICH posterior a la exposicién,

en relacién a tiempo, divisiones celulares o en
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Tanto persistencia como

-durante la etapa de Gi1.
“protocolo de la TDTT, que emplea células

24

la etapa de G1. La diferencia entre ellos es
que la tenacidad se refiere a la capacidad de -
algunas lesiones, de poder causar ICH en el
mismo locus en divisiones subsecuentes. Los
protocolos que emplean la tincion diferencial
en dos tonos de las crométidas hermanas
después de marcaje del ADN durante dos
ciclos de division celular sucesivos no
permiten distinguir el efecto moduiador de la
BrdU (Ockey, 1981; Kaina y Aurich, 1985), ya
que si se pretende determinar la persistencia,
entonces la comparacion entre la induccién
en el primer ciclo y la del segundo, no es del
todo vélida porque en un caso el ADN tiene
timina y en el otro esta sustituido con BrdU.
Ademés, la produccion de lesiones tenaces,
ICH en el mismo
pasaria

locus en
inadvertida

que causan
divisiones sucesivas
porque los ICH se cancelarfan por la tincién..
El protocolo de incorporacién en células de
glandula salival (Morales-Ramirez et al.,
1995b; Gonzalez-Beltran y Morales-Ramirez,
1999, 2003), que marca al ADN durante la
primera de dos divisiones sucesivas, ha .
hecho posible determinar que la BrdU no
solamente afecta la induccién de ICH por los
también el grado de

lesiones involucradas,

Asi

mutagenos, sino

reparacion de las

mismo, el

que incorporan tres diferentes niveles de
BrdU ha permitido establecer la medida en
que éstos modifican la capacidad inductora
de los mutagenos y podria también ser util



para eval;jar ia‘modulécién de la persistencia
de las lesiones involucradas en la formacién
del IQH s,i' la expoélclbn a los compuestos se
aplica. en  diferentes tiempos (Morales-
Ramirez et al., 1988, 1990, 1992, 1995).

Reparabilidad.

Se ha demostrado que la incorporacién
de BrdU en el ADN afecta el grado de
reparabilidad de las lesiones que dan lugar a
ICH. Esto se ha llevado a cabo en el modelo
in vivo de células de glandula salival de raton,
las cuales son inducidas a dividirse de
manera parasincronica durante dos ciclos de
del
suministro de isoproterenol (Morales-Ramirez
et al., 1995b; Gonzalez-Beltran y Morales-
Ramirez, 1999, 2003). La estrategia consiste
en exponer a las células a los mutadgenos en
las etapas G1 temprana y tardia del primero y

division celular sucesivos después

del segundo ciclos. Esto permite inferir el
grado de reparaciéon de las lesiones a partir
de la diferencia entre la frecuencia de ICH por
la exposicion en G1 tardia menos la de G1
temprana. Como la incorporacién de BrdU
ocurre durante el primero de los dos ciclos, la
comparacién del grado de reparacién entre
ambos ciclos, permite establecer el efecto de
la BrdU, ya que en el primero las lesiones
ocurren en ADN nativo y en el segundo en

ADN unifilarmente sustituido. De esta
manera, se detectd que las lesiones
involucradas en la formacidn de ICH,

causadas por MMC (Morales-Ramirez et al.,
1995b), MNU - (Gonzalez-Beltran y Morales-
Ramirez, 1999) y EMS (Gonzalez-Beltran y
Morales-Ramirez, 2003) reparadas
parcialmente. si ocurren en ADN nativo; las
producidas por ENU se reparan cuando
suceden en ADN unifilarmente sustituido con

son

 BrdU (Gonzalez-Beltran y Morales-Ramirez,
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1999) y las ocasionadas por MMS (Gonzalez-
Beltran y Morales-Ramirez, 2003) se reparan
de igual manera ya sea que se formen en
ADN nativo o en ADN sustituido con BrdU.

1.6.4. Mecanismo de la modulaciéon de
la BrdU sobre la induccion de ICH por los

mutagenos

No se ha establecido el mecanismo a
través del cual la BrdU modula la induccién
de ICH por los mutagenos. Es posible que la
sustitucion del ADN provogque modificaciones
en su estructura que a su vez lnfluyan en la
capacidad de los agentes para inducir ICH
(Morris, 1991) o que este efecto modulador
se relaclone con la interaccion particular de
cada uno de los mutagenos con el ADN. En el
caso de la inhibicion sobre la induccion de
ICH por MNNG, se sugiri6 que la BrdU
reduce los sitios en el ADN doride la MNNG
reacciona (Popescu et al., 1980). Respecto al
efecto sensibilizador de la incorporacion de
BrdU sobre la induccion de ICH por radiacion
gamma, algunos resultados, sugirieron que el
incremento producido por la exposicion de
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células con su ADN sustituldo, es debido a la
lnterferéhclé‘dfé" la BrdU libre presente en el
medio de cultivo con el proceso de reparacion
de lesiones durante G1 (Kondrashova et
al.,1990). Por otro lado, el andlisis de las
frecuencias de ICH y de aberraciones
cromos6micas obtenidas en experimentos
que usaron células marcadas con BrdU o con
biotina e irradiadas en el ciclo subsecuente,
permitieron concluir que una proporcién de
los ICH son falsos porque se derivan de
aberraciones cromosomicas y que el resto
son verdaderos y se producen por el dafio de
la radiacion a sitios del ADN que tienen BrdU
(Bruckmann et al., 1999b; Sayed Aly et al.,
2002).

Por otro lado, se ha considerado que
la induccion de ICH causada por mutagenos
no es solamente modulada por BrdU. Otros

factores tales como el tiempo de
administracion de los mutagenos en relacion
al tiempo del suministro del analogo, puede
modificar la respuesta en términos del grado
de dispersion de las frecuencias de ICH. Esto
se puede explicar no solamente con base en
la condicion de sustitucién de BrdU en el
ADN, sino también en relacion a la cinética de
distribucién y absorcién de los agentes, de
sus necesidades de activacion metabdlica y
de la magnitud de sus vidas medias (Tice et
al., 1989). Aunado a esto, la induccién de ICH
o incluso la diferenciacion de las cromatidas
hermanas podrian ser afectadas por
interferencia en la tasa de absorcion de la
BrdU debido a retraso en et ciclo celular de
las células expuestas a los mutagenos

(Russo et al., 1994).
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2. ANTECEDENTES

El estudio del destino de las
lesiones involucradas en la produccién de
ICH podria contribuir al conocimiento del
méCanismo de formacién y del significado
biolégico de este evento genético. Lo
cual, a la fecha no se ha esclarecido del
todo. Esto constituye el tema fundamental

de la presente investigacion

Se ha la
incorporacion de BrdU empleada para la

deteccion del ICH puede ejercer un efecto

propuesto que

modulador sobre la capacidad de los
mutagenos para inducir este evento, lo
que permite suponer, que el destino de
las lesiones podria ser también
modificado por la BrdU. Por lo tanto, en
se considerd necesario

este trabajo

establecer si ocurre esto.

El protocolo TDTT

permite estudiar a la vez, el destino de las

empleo del

lesiones generadoras de ICH vy el efecto
de la incorporacidn de BrdU sobre el
mismo, a través de tres ciclos de divisidn

celular sucesivos.

Debido a que en el protocolo

TDTT, la relacién entre el tiempo de
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exposicion al mutageno y el curso de la
duplicacién del ADN es esencial para la
interpretacion del comportamiento de las
lesiones, en términos de persistencia y
tenacidad; es necesario establecer como
transcurre el curso de la induccion de ICH
en los tres ciclos celulares sucesivos en
funcién del tiempo de exposicidn.

Aunado a lo anterior, es necesario
tener la certeza de que e! momento de
exposicién coincide con el momento en el
que los mutagenos reaccionan con el
ADN. Por
metodolégicamente mas practico emplear
mutagenos de accion directa con el ADN,

lo anterior es

como es el caso de la etilnitrosourea
(ENU), la cual es un agente alquilante
que introduce radicales etilo en varios
sitios nucleofilicos del ADN. Con esto, es
posible evitar la formacién de lesiones
tiempos fuera de control,
de

mutagenos de accion indirecta, lo cual

nuevas a

causadas por el metabolismo
crearia incertidumbre en las inferencias
sobre el destino de las lesiones.

Por

investigacion pretende responder a tres

lo tanto, este trabajo de

——.
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preguntas, a\‘yktrayég de sus hipétesis
correspondientes: -

Pregunta 1.

¢, Cual es la relacion entre la induccién de
ICH y el curso de la duplicacién del ADN
en funcién del tiempo de exposicion al

mutageno?
Hipo6tesis:
Nula: Que no haya tal relacion.
Alternativa: Existe una relacion

entre la induccion de ICH y el curso
de la duplicacion.

Pregunta 2.

¢Es el ICH la expresion de un proceso

que permite la tolerancia o reparacién de

lesiones en el ADN?
Hipoétesis
Alternativas:
a). ICH
proceso que permite la reparacién

Los representan un

de lesiones.

b). Los ICH un

proceso que permite la tolerancia

representan
de lesiones en el ADN.

Pregunta 3.
,Cudl es el papel que juega la BrdU
sobre la induccién y persistencia de las
lesiones que inducen ICH?

Hipoétesis

Nula: La BrdU no afecta
induccién de ICH ni la persistencia de las

la

lesiones que los inducen.

Alternativas

a) La BrdU afecta la induccién de
ICH y también la persistencia de
las lesiones que lo producen.

b) La BrdU afecta la induccién de
ICH pero no la persistencia de
las lesiones que lo causan

¢) La BrdU no afecta la induccién
de ICH pero si la persistencia de
las lesiones que lo generan.
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3. OBJETIVOS

Con base en lo anteriormente expuesto, en este trabajo se plantearon los siguientes

objetivos.

3. 1 Objetivo General
Contribuir al conocimiento del mecanismo de formacion de ICH mediante el seguimiento -

del destino de las lesiones en el ADN, que dan lugar a ICH.

3. 2 Objetivos Particulares:
3. 2. 1 Establecer el curso de la induccién de ICH en tres ciclos de divisidn celular

sucesivos por la exposicion a ENU a diferentes tiempos.

3. 2. 2 Determinar la persistencia y tenacidad de las lesiones inductoras de ICH
por la exposicion a ENU a diferentes tiempos '

3. 2. 3 Estimar el efecto de la incorporacién de BrdU al ADN sobre la induccién
de ICH por ENU. '
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1, Estrategia Experimental

La estrategia experimental consistié
en establecer el efecto de la exposicion in
vivo a etilnitrosourea, a diferentes tiempos,
sobre las frecuencias de ICH-1, ICH-2 e ICH-
3 en células de la médula 6sea de ratdn.
Dicha exposicién se hizo en el lapso de los
tres ciclos que comprende el protocolo TDTT
usado en este estudio. A partir de dicho
analisis se infirié el destino de las lesiones
involucradas en la produccion de ICH.

Ademas, el empleo del protocolo
TDTT permiti6 determinar el efecto de la
BrdU sobre la induccion de ICH y sobre el
destino de las lesiones involucradas, ya que
durante los tres ciclos de divisiéon, hay un
aumento gradual de sustitucion con BrdU en
la doble cadena del ADN, asi como del nivel
de incorporacion durante la duplicacion. En el
primer ciclo el ADN tiene timina y la
duplicacién sucede en presencia de un nivel
bajo de incorporacion. En el segundo, el ADN
esta unifilarmente sustituido y el nivel de
incorporacién es alto; finalmente en el
tercero, esta bifilarmente sustituido a niveles
alto-bajo y la incorporacién es alta.

4.2. Modelo experimental
Se empled el modelo experimental de
células de la médula 6sea de ratén in vivo.
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Este tejido se encuentra en proliferacién
continua y las células estan en diferentes
etapas del ciclo celular. Este modelo ha sido
ampliamente usado en estudios citogenéticos
(Tice e Ivett, 1985) y se determind
(Rodriguez-Reyes, 1996) con base en una
férmula propuesta por Ivett y Tice (1992) que
su tiempo de generacién promedio es de

doce horas.
4.3. Animales.

Se usaron ratones machos BALB/c de
dos a tres meses de edad y de 30 g de peso,
los cuales son criados en el bioterio del ININ
donde son alimentados ad libitum con agua y
comprimidos Purina para roedores pequefios,
y mantenidos en condiciones controladas de
temperatura y de ciclos de luz y oscuridad.

4.4, Protocolo de tincién diferencial en tres
tonos de las cromatidas hermanas

Para determinar la induccién de ICH
en tres ciclos celulares consecutivos, se
utilizé el método de tincion diferencial en tres
tonos de las cromatidas hermanas (TDTT)
{figura 1). Brevemente: el protocolo TDTT
requiere que las células progresen a través
de tres ciclos sucesivos  en
presencia de BrdU; a dosis baja en el primero

celulares
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y.a dosis alta en el segundo y tercerq.' En:la - incorpora al ADN a medida que progresa la

etapa de sintesis dé'ésos.:clclos;"la BrdU ‘se duplicacién"’ semiconservadora- “de “ éste;

ICH

a Sintesis de ADN dosis baja de BrdU
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Figura 1. Esquema que muestra el protocolo de incorporacion de BrdU durante la sintesis
en tres ciclos de division celular sucesivos. Las lineas simbolizan las cadenas de ADN, las
continuas representan las cadenas no substituidas, las quebradas las cadenas con substitucion
baja y las punteadas las cadenas con substitucion alta de BrdU. Asimismo se representan los
intercambios entre las cadenas que van a dar lugar a los ICH en cada uno de los tres ciclos de
division. En la parte inferior se muestra el aspecto al microscopio de los cromosomas en los que
han ocurrido los ICH en las diferentes divisiones.

sustituyendo a la timina. Esto permite que en
la tercera metafase, las cromatidas hermanas
de los cromosomas tengan tres niveles de
sustitucion de BrdU, los cuales se evidencian
cuando los cromosomas se someten a una
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técnica de tincion diferencial (Perry y Wolff,
1974; Goto et al., 1975), con lo cual, las
cromatidas presentan tres grados de tincion:
intenso intermedio

(cromatida  negra),

(cromatida gris) y palido (cromatida blanca).
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El. ADN de la. cromatlda negra tlene una'_ alto de BrdU Esto permlte distlnguir en cada
cadena no- sustltmda y su complementarla’”“v ‘celula en metafase los: ICH que ocurneron en
esta sustltwd 'cor\ BrdUkaIta En la: cromatlda;‘ :
gris el ADN tlene en“’" na. cadena sustltucmn’:
baja de BrdU y alta. e'n Ia otra, L
blanca esté blf Iarmente sustntuuda con nlve

"[cada un de Ios tres: cuclos de dlvnsuSn asl

vcomo Ios que uceden en el mismo locus en

el'segundo tercer,clclo debldos a lesiones

-~ ‘que se denqmylna}n,tenacers (flguras 1y 2).

4’ Figura 2. Fotomicrografia de
...‘ ‘ Y ICH-1 cromosomas metafasicos de
una célula de la médula

‘ . CH.3N \ . ‘ d dsea de raton, que muestra

%lncion d(l_lf%'encnal den trles
- onos e as
. Y cromatidas hermanas. Se
# e . ) observan los cromosomas

" con sus cromatidas

: hermanas con tres niveles

Y ’ - o de tincion de acuerdo con lo

descrito en Ila Figura 1.

Algunos cromosomas
muestran ICH que ocurrieron

ICH-2 ™
\ en diferentes divisiones de
ey ~ ) ‘ \ las tres que comprende el

Sk protocolo.

4.5. Protocolo experimental. : 4.5.1. Suministro de BrdU.
Considerando que la duracién del ci,cr:lo, La BrdU en suspension acuosa y adsorbida
celular de la médula 6sea es de 12 h ('Ivet‘t y previamente a carbon activado (Morales-
Tice, 1982), se espera que a las 36 kh;,é‘sbtasy Ramirez et al., 1980), fue administrada a los
hayan progresado a través de trés Cicids ”En ratones mediante dos inyecciones
este lapso, los animales rembxeron los intraperitoneales. La primera, al inicio del
tratamientos  con BrdU,: colchlcma y' protocolo TDTT (tiempo cero) con dosis de
etilnitrosourea (ENU);en ‘la figura 3 se 0.2 mg /g de peso (dosis baja) y la segunda
muestran - los .-tiempos: . en: que . ocurrieron  con dosis de 2.0 mg/g de peso (dosis alta) 12
éstos, mismos ~que ~se describen a  hdespués.
continuacion. k

Tstrow
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4.5.2. Exposiclén a ENU.

La exposwlén a ENU se hizo-de "
1nyecclén7 S

manera _ aguda - medlante una
subcutanea de una solucnén acuosa con. 25
ma/Kg de’ peso. leerentes grupos de ratones
fueron tratados de esta forma a las’ 3 6 9,

12, 18 24 Yy 30 h después de Ia primera

ENU

administracién de BrdU y alas 3, 6.y 12 h

“antes de la misma. Cada grup'o's,‘é»ihtegrdal

menos por 3 animales. Esto serllevé a»cabof :

en varios experimentos y en : :
ellos se incluyé un grupo. de anlmales testlgo
(testigos paralelos)

TIEMPO (horas)

12

BrdU baja BrdU alta

18

30 34

|

Colchicina

24 36

Obtencidén de
metafases

Figura 3. Protocolo experimental donde se muestran los tiempos a los que se
administrd 1a ENU en los diferentes grupos de animales; asl como la BrdU y la
colchicina. Asimismo, el tiempo en que los animales fueron sacrificados y se
cosecharon las células para obtener las metafases.

4.5.3. Suministro de colchicina.

A las 34 h después del suministro de
la dosis baja de BdrU, se les inyect6 a los
de grupos,
solucion acuosa de 3.75 mg de colchicina por

ratones todos los una

Kg de peso para bloguear el tercer ciclo de
division celular en metafase.
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4.5.4. Obtencion de metafases.

Dos horas después de administrar la
colchicina, los ratones fueron sacrificados por
dislocacion cervical. Las células fueron
obtenidas de los fémures mediante arrastre
por inyeccion de una solucion salina en uno

de los extremos.
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Esta suspension celular fue tratada con un
método convencional para obtener metafases
(Morales-Ramirez et al.,, 1990) y luego fue
goteada sobre portaobjetos frios y himedos.

4.5.5. Tincién diferencial de las
cromatidas hermanas.
Las preparaciones conteniendo Ilas

metafases, fueron secadas a temperatura
ambiente por lo menos 24 h antes de la
tincion con el método de fluorescencia mas
Giemsa (Wolff y Perry, 1974) modificado
(Goto et al., 1975). Se les agregaron unas
gotas de Hoechst 33258 10 uM en un
amortiguador de fosfato-citrato (Goto et al.,
1975), se les puso un cubreobjetos y se
colocaron debajo de una lampara de luz
negra de 25-W por 60 min. Se incubaron en 2
X SSC a 60° C y después de lavarlas con
agua destilada, fueron tefnidas con Giemsa al
10% por 30 min.

4.6. Seleccion de la poblacién celular

La poblacién celular bajo estudio, se
selecciond en virtud de los tiempos en que se
dieron los tratamientos con las dos dosis de
BrdU y de colchicina, ya que las células
analizables son las que muestran la tincion
diferencial en tres tonos porque incorporaron
la BrdU a los tiempos adecuados y estaban
en metafase al momento de administrar la
El se establecid

colchicina. protocolo
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considerando un tiempo de generacién
promedio de 12 h (lvett y Tice, 1992).

4.7. Andlisis de los ICH (Figura 1;
microfotografia)

El analisis de los ICH se llevd a cabo
en un microscopio Zeiss modelo Axiomat a
1250 aumentos (100 X 12.5 X 1.25). Se
registrd el numerc de los ICH de cada tipo en
cada una de 30 células por raton de acuerdo
con lo siguiente:

ICH-1. Se producen en el primer ciclo,
se observan como segmentos adyacentes
negros y grises en una cromatida; la
cromatida hermana de ésta es blanca.

ICH-2. Ocurren en el segundo ciclo y
se aprecian como intercambios reclprocos
pero con tincion diferente; es decir, un
segmento negro en una cromatida esta
enfrente de un segmento blanco de su
y al

segmento negro se encuentra uno blanco, el

cromatida hermana subyacente
cual a su vez esta enfrente de uno gris de su
cromatida hermana.

ICH-3. Son generados en el tercer
ciclo y se ven como intercambios reciprocos
de segmentos con Igual tincién; ya sea negra
o gris. En el ICH se
denominan como ICH-3N y en el segundo,
como ICH-3G. En la figura 1 solo se muestra
un ICH-3N, pero se pueden apreciar los dos
tipos de cromosomas 3N y 3G. Los primeros
son descendientes de la cadena no sustituida

primer caso, los




y los segundos de la éustitulda con BrdU baja
en el primer ciclo; e

En la microfotografia de:la metafase
(figura 2) se observan los cuatro tipos de ICH
en diferentes cromosomas.

4.8. Analisis y métodos estadisticos.
Se determinaron las frecuencias de
ICH-1, ICH-2 e ICH-3 en las 30 células, asl

e m—————
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S1.

como la frecuencia de ICH-3N e ICH-3G;
tanio de los grupos expuestos a-ENU como
de los grupos testigo paralelos. Se aplicd la
prueba estadistica t de Student para evaluar
las diferencias con respecto a los testigos y la
de t pareada para determinar significatividad
entre las frecuencias de ICH-3N y de ICH-3G,
mediante el programa Excel para PC.

12

BrdU baja

BrdU alta
36

Tiempo (h)

Figura 4. Incorporacion de BrdU durante la sintesis de AND (S) en tres ciclos sucesivos
de division celular. El esquema representa las horquillas de raeplicacién. Las llneas
continuas representan las cadenas de AND progenitoras sin BrdU, las lineas quebradas
corresponden a las cadenas quoe Incorporaraon BrdU con una dosis baja y las punteadas
fas que incorporaron BrdU a una dosls alta.

4.9. Razonamiento para el logro de los
objetivos.

Como cada grupo de animales fue
tratado con la ENU a un diferente tiempo en
el intervalo de los tres ciclos que comprende
el protocolo TDTT, se pudo determinar la
induccién de ICH-1, ICH-2 e ICH-3 y con esto
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hacer las determinaciones necesarias para
cubrir los objetivos de esta investigacion:

1. El curso de la induccion de ICH en
las tres divisiones celulares subsecuentes a
medida que estas progresan.

2. La
involucradas en la produccién de ICH, la cual

conducta de las lesiones

puede manifestarse como: (i) induccidn de
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ICH en-el ciclo en el cual ocurre la exposiciéon
(lesiones de expresién inmediata); o (ii) en

ciclos subsecuentes (lesiones persistentes o .

de expresion tardia) e incluso, (iii) produccién
de ICH en el mismo locus en divisiones
subsecuentes (lesiones tenaces). Esto Ultimo
se determina cuando la exposicién al
mutadgeno se da en la segunda divisién y
produce lesiones tenaces que generan |CH
en el mismo locus en la segunda y tercera
division pero tienen la apariencia de ICH-1
(figura 1), son denominados “ICH-1",

3. Las frecuencias de ICH inducidas
en diferentes condiciones de sustitucién de
BrdU ya que, como se menciond, el protocolo
TDTT requiere del suministro de una dosis
baja de BrdU en el primer ciclo y una alta en
el segundo vy tercer ciclos; lo cual determina
que el ADN tenga tres diferentes niveles de
este andlogo a lo largo de los tres ciclos.
Ademas, considerando que la exposicién al
mutadgeno (ENU) se da en varios tiempos
antes y después de la primera administracién
de BrdU; se puede establecer por un lado;
que la ENU va a producir lesiones en ADN
con diferentes grados de sustitucién y por
otro lado, que este ADN con lesiones se
duplicaréd en presencia de concentraciones
diferentes de BrdU. Por lo tanto, bajo estas
circunstancias se puede estudiar el efecto
que la incorporacion progresiva de BrdU tiene
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sobre la induccién de ICH y sobre el destino
de las lesiones que los producen. De acuerdo
con la figura 4; en el primer ciclo las lesiones
son provocadas en ADN que contiene timina
(Iineas continuas) y este se duplica un ciclo
en presencia de dosis baja de BrdU (lineas
quebradas) y luego dos subsiguientes en
dosis alta de BrdU (lineas punteadas). En
el segundo ciclo las lesiones pueden ocurrir
en ADN no sustituido o sustituido con dosis
baja de BrdU y se duplica dos ciclos
subsiguientes en presencia de dosis alta de
BrdU. En el tercer ciclo, las lesiones pueden
ocurrir en ADN no sustituido o sustituido con
dosis baja o con dosis alta de BrdU y se
duplica en presencia de dosis ailta de BrdU.
Otra estrategia que permite analizar el
efecto de la BrdU sobre la induccidn de ICH
consiste en comparar las frecuencias de ICH-
3 inducidas en cromosomas 3N y en 3G
(figura 1). Como ya se mencionod, los
cromosomas 3N son descendientes de la
cadena de ADN no sustituida y los 3G de ia
sustituida con BrdU baja en el primer ciclo; de
tal manera que se puede determinar si la
BrdU tiene un efecto sensibilizador (si la
frecuencia de ICH-3G es mayor que la de
ICH-3N), inhibidor (si ocurre lo contrario), o
ausencia de efecto (si no hay diferencia entre

ambas frecuencias).
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5. RESULTADOS

5.1 Induccién de ICH-1, iICH-2 e ICH-3 en
tres ciclos de divisiéon celular sucesivos
causada por la exposiciéon a ENU.

5.1.1. Frecuencias de ICH.
El cuadro 1 muestra las frecuencias

subsecuentes, causadas por la exposicidn a
ENU a diferentes tiempos con respecto a la
administracion de la dosis baja de BrdU
(tiempo cero), asi como las frecuencias de los
testigos paralelos (T).

de ICH inducidas en tres divisiones
CUADRO 1. FRECUENCIA DE ICH EN TRES DIVISIONES SUBSECUENTES INDUCIDAS
POR LA EXPOSICION A ENU A DIFERENTES TIEMPOS CON RESPECTO ALA
PRIMERA ADMINISTRACION DE BrdU
3h 8h gh 12h 18h 24h 30h ™ T2 T3 T4
x+DE
IcH] %73 | x-T2 | xT1 [ x-T1 | x-T2 XT3 x-Té
1| 28102 2.519.7; 27:1.3 | 25406 | 0.86:04 | 0.88:0.1 | 0.690.2 | 043104 | 0.75:0.1 | 0.89:02 0.53;6.1
2 :’ﬂzf" z 23 21 S0 | -oﬁo1".1 o048 T k
2 [ 83110 | 7.1209 | 6.0t0.7 | 8.7:25 | 129123 52i06 | 67207 | 3603 | 4 T8 |
a-l 27 29 | 22 49 87 1.8 08 l
3| 7.4108 | 7.311.0 | 63108 | 65613 Bax1a | 103114 | 150x1.2 3.81:0’.5" 74;410.6
a | 38 28 | 25 27 39 85 106
n 5 5 3 4 5 5 4 3 4 5 3

Todos los valores fueron significativos con respecto a sus testigos paralelos, excepto los valores en negrita. Prueba tde
“Student"’; p<0.05. T1 a T4 representan los diferentes grupos testigo. x-T (1-4) representa el incremento con respecto a su
testigo paralelo. A=incremento. n=nmero da ratones.

En cada columna se muestran las
frecuencias promedio de los tres tipos de

ICH; los que ocurren en la primera (ICH-1),
en la segunda (ICH-2) o en la tercera (ICH-3)




division, En el mismo cuadro se observan la
desviacion estandar 'y el incremento neto de

ICH, el cual se obtuvo restandole a la
frecuencia promedio Inducida (X), la
frecuencia de testigos paralelos (T). Los

resultados indican que la ENU Iinduce un
incremento significativo en la frecuencia de
ICH-1, desde las 3 hasta las 12 h. A las 18,

24 y 30 h disminuye a valores tan bajos como
los de los testigos.

Respecto alos ICH-2, su frecuencia
es significativamente mas alta que la de los
testigos, desde las 3 h hasta las 24 h,
presentando un valor maximo a las 18 h. A
las 30 h, la frecuencia de ICH-2 es similar a la
de los testigos.
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Figura 5. Incremento en dos escalas de las frecuencias de ICH-1 ( ),
ICH-2 ( ) e ICH-3 ( ) por exposicién a ENU a diferentes tiempos en
células de la médula 6sea de ratén in vivo.

La frecuencia de ICH-3 también es
significativamente méas alta que la de los
testigos en todos los tiempos, aunque con un
incremento mas importante entre las 18 y las
30 h. El incremento mayor a las 30 h es
superior al maximo observado para los ICH-2,

5.1.2, Progreso de la induccién de
ICH-1, ICH-2 e ICH-3 en funcion del tiempo

U,
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de exposicién a ENU, en tres ciclos de
divisién celular sucesivos

En la figura 5 se presentan los
incrementos de ICH del Cuadro 1. Se
emplearon dos escalas debido a que la

induccibn de ICH-1 fue sustancialmente
menor que la de ICH-2 e ICH-3. En el curso
de la induccién de ICH a lo largo de los tres

ciclos de division celular, se puede apreciar



que a las 9 h ocurre la frecuencla maxima de
ICH-1,lo cual colnclde con las frecuencias
minimas de IC'-1-2 eV ICH 3. A las 18 h se
observa Ia méxima lnducclén de ICH- 2, ¥
también se ve que précticamente no hay
producclén de ICH -1yla de CH 3 es minima.
A las 30 h se presenta Ia frecuencia maxima
de Ios ICH 3 y no se generan ICH-1 ni ICH-2.
Esto muestra que-la induccion. mémma de
ICH en cada ciclo de divisién celular puede
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corresponder al momento previo a la
duplicacion del ADN del siguiente ciclo de
division, ya que después de ese momento, el
curso de la duplicacién causa una reduccion
en la frecuencia de ICH en ese ciclo celular y
un aumento progresivo en la del ciclo
subsiguiente. Esto reflejaria que las lesiones
son producidas, con mayor probabilidad,
detrads de la horquilla de duplicacién; en las

cadenas de ADN recientemente sintetizadas.
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Figura 6. Modelo de induccidn de ICH en divisiones celulares subsecuertes . Las lineas gruesas
representan la produccidn real de ICH como porcentaje de la frec uencia méxima en cada division,
las lineas delgadas la induccion tedrica. En la parte superior s e muestra la sustitucién progresiva
de BrdU en el ADN. Las lineas continuas representan las cadenas sin incorporacion de BrdU, las
quebradas con incorporacion baja y las punteadas con Incorporaci 6n alta.

5.1.3. Modelo de induccion de ICH
respecto a la division celular.

Si los datos de las frecuencias de ICH
inducidas por ENU en cada ciclo, son

convertidos a porcentajes relativos al
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maximo, se puede construir un modelo de
induccion de ICH en divisiones subsecuentes.
En
obtenidas de esta manera y también se

la figura 6 se muestran las curvas

muestran las esperadas, las cuales se
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FALLA DE ORIGEN




graficaron considerando como 100 % la
induccién maxima para cada ciclo. En esta
figura se aprecla mejor el progreso de la
induccién de ICH en los tres ciclos de
division; en especial, la correspondencia
entre la frecuencia maxima en un ciclo dado y
la minima en los otros dos.

La forma de las curvas, en particular la
de la segunda divisién, sugiere que las
divisiones celulares en la médula ésea son
continuas y que la duracién de las etapas G,
G, vy M es muy breve e indica que la
formacién del ICH ocurre durante la fase S;
especificamente horquilla de
duplicacién. A partir de este modelo se puede
inferir que la duracién del ciclo celular en la
poblacién estudiada es de 9 h y no de 12 h
como se habia determinado, usando el
‘método  de de de
generacion promedio previamente reportado
(lvett y Tice, 1992). Esto indica que en el
la division celular esta

en la

estimacion tiempo

presente estudio

desfasada con los tiempos

respecto a
tedricos.

El hecho de que se pueda hacer el
seguimiento de los ICH que ocurren en cada
ciclo, indica que hay sincronia, la cual se
debe a la seleccion de la poblacién celular
por la administracion de BrdU y de colchicina
a tiempos especificos y por la tincién
diferencial en tres tonos de las cromatidas
hermanas en las células analizadas. Estos
resultados permitirdn establecer tiempos mas
apropiados para los tratamientos de BrdU y
ST (0w
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colchicina y asi, obtener porcentajes mas
altos de células con la TDTT.

5.2. Persistencia y tenacidad de las

lesiones inductoras de ICH

A continuacion se presenta el analisis
del destino de las lesiones inductoras de ICH,
causadas por la exposicion a ENU, a partir de
las frecuencias de ICH en tres ciclos de
division celular sucesivos (Cuadro 1) y de los
incrementos de dichas frecuencias (figura 7).
Este andlisis se hizo de acuerdo con el
ICH en

divisiones celulares sucesivas (figura 6).

modelo tedrico de induccion de

5.2.1. Induccién de ICH por lesiones
de expresion inmediata
Se observd que las frecuencias de

ICH-1, ICH-2 e ICH-3 se incrementan
preferentemente cuando la exposicion a ENU
ocurre durante su divisién celular

correspondiente y es una demostracién de
que son producidas por lesiones de expresion
inmediata, causadas al ADN recientemente y,
como ya se menciond, son el resultado del
progreso de la duplicacién del ADN.

5.2.2. Induccién de ICH por lesiones
tenaces

El hecho de que la exposicién a ENU
durante la segunda divisidbn (18 h), no cause
incremento en ICH-1,
demuestra que este mutageno no induce
“ICH-1", los cuales se producen a partir de

la frecuencia de



ICH ocasionados en el mismo locus en la
segunda y tercera divisiones por lesiones
tenaces al ADN (figura 1).
5.2.3. Induccién de ICH por lesiones de
expreslén tardia

La ENU fue capaz de
incrementos de ICH-2 e ICH-3 igual o mas
altos que los de ICH-1 por la exposicion a
diferentes tiempos durante la primera divisién

inducir

2.
10

* ICH/ célula

celular, Este resultado no podria ser
explicado por la presencia de lesiones al ADN
muy persistentes que son expresadas como
ICH celulares sucesivas,
posteriores al la
exposicion al mutageno porque la tendencia
de las frecuencias de ICH seria a disminuir,

ya que el numero de lesiones se diluye en

en divisiones

ciclo en que ocurre

cada divisién.,

5.2.4. ICH por 1la

exposicion a ENU a tiempos previos

Induccidon de

Para explorar el hecho de que la ENU
induce ICH a tiempos tardios después de la
exposicion, tres grupos de animales fueron
inyectados con la misma dosis de ENU usada
en los experimentos anteriores a tiempos
previos al de la primera administracion de
BrdU; 3, 6 6 12 h antes. Cabe mencionar que
en el lapso entre menos 12 h y el momento

Tiempo (h)

Figura 7. Incrementos en 1a induccién de ICH de primera (ICH-1), segunda (ICH-2) y
tercera (ICH--3) division causados por la exposicién con ENU a diferentes tiempos.
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en que se sacrifica a los ratones para analizar
la induccién de ICH, las células expuestas a
ENU se pueden dividir hasta cinco veces. Los
resultados en el cuadro 2 muestran que las
frecuencias de ICH-1, ICH-2 e ICH-3, fueron
significativamente mas altas que las de sus

testigos que el

paralelos y mostraron
incremento en la frecuencia de |CH-1 fue mas
bajo que el de ICH-2 y que este a su vez fue

menor que el de ICH-3. La exposicion a ENU
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3 y 6 h antes de la primera administraclén de
BdrU, incrementé la frecuencia de ICH en las
tres divisiones celulares subsecuentes en
proporciones muy parecidas (1.4: 2: 3), en
tanto que la exposicion 12 h antes de la
administracion de BrdU elevé la frecuencia de
ICH-1 a 1.0 y las frecuencias de ICH-2 e ICH-
3 a aproximadamente 3. De hecho, el

aumento en ICH-3 es practicaments
constante en los tres tiempos de exposicién.
Esto confirma que la ENU es capaz de’
inducir ICH varios ciclos de division después
de la exposicion en células con ADN no
sustituido y que esta induccién se incrementa
en las divisiones subsiguientes después de la

exposicion a ENU.

CUADRO 2. FRECUENCIA DE ICH EN TRES DIVISIONES SUCESIVAS
INDUCIDA POR LA EXPOSICION A ENU A DIFERENTES TIEMPOS ANTES
DE LA PRIMERA ADMINISTRACION DE BrdU

-3h - 6h - 12h TS5 T8
x + DE
(x-T5) (x-T5) (x-T6)
ICH-1 2.0+0.5 2,1£0.3 1.5+0.28 0.6540.11 0.61%0.11
(1.35) (1.45) (0.99)
ICH-2 6.9+0.9 7.1£0.7 7.41£0.83 5.140.26 4,2+0.43
(1.8) (2.0) (3.2)
ICH-3 7.410.7 7.340.8 6.410.88 4.2+0.68 3.6+0.56
(3.2 (3.1) (2.8)
n 6 (<] 4 6 4
rodos los valores fueron significativos con respeclo a sus testfos paralelos. Prueba tde

"Student”, p< 0.05. T5y T6 representan los grupos testigo paralelos. x-T (5 ¢ 6) representa el

incremento. n=nimero de animales

5.3. Efecto de la incorporacion de BrdU
sobre la induccion y persistencia de ICH
causados por ENU.

5.3.1. Efecto de la incorporacion
progresiva de BrdU sobre la induccién de
ICH por ENU en tres ciclos sucesivos.

En el Cuadro 1 y en la figura 7, se
puede apreciar que la induccion de ICH-2 y
de ICH-3 es aproximadamente cuatro y cinco
veces mas alta que fa induccién maxima de
ICH-1. Esto indicar ]

parece que
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incorporacién de BrdU tiene un papel
importante en la sensibilidad de las células
para la induccién de ICH por la ENU, en
particular, para las lesiones de expresién
inmediata. De acuerdo con el modelo teérico,
en el curso de la duplicacion del ADN (figura
6), a las 9 h (primera division) el ADN estaria
unifilarmente sustituido con dosis baja de
BrdU, después de este tiempo y hasta las 18
h (segunda divisién), se formarian dos clases

de cadenas dobles de ADN; ambas tendrian



una cadena con dosis alta de BrdU,; la cadena
complementaria de una no estaria sustituida y
la de la otra estaria sustituida con dosis baja
de BrdU. A las 30 h (tercera division), se
formarian tres ciases de cadenas dobles; dos
serlan similares a las de la segunda division y
la otra estaria bifilarmente sustituida con
dosis alta de BrdU. Esto indica que Ila
induccion de ICH depende de Ia
incorporacién de BrdU. Para comprender
como es la relacion dosis efecto, en el

Cuadro 3, se muestra la relacion entre la
incorporacién de BrdU y la frecuencia de ICH
por cromosoma durante las tres divisiones
celulares. La incorporacion de BrdU, en los
cromosomas a los tiempos de maxima
inducclén, fue estimada indirectamente como
el numero de cadenas sustituidas a esos
tlempos, multiplicado por la dosis de BrdU
administrada durante la sustitucién de estas

cadenas.

CUADRO 3. EFECTO DE LA “INCORPORACION” DE
BrdU AL ADN EN DIVISIONES SUBSECUENTES SOBRE
LA INDUCCION DE ICH POR ENU

Division “Incorporacion” ICH/ Célula
de BrdU (x)
1@ 0.4 23
2° 4.2 8.7
3 6.1 10.6

La incorporacion fue estimada como el producto del numero de cadenas
substituidas multiplicado por la dosls administrada en la divisién correspondiente.
Para la comparacién de ICH-3 se usaron los resultados de la exposicidn a 30h.

Se emplearon los datos de los tiempos
de induccién maxima, asumiendo que estos
corresponden a los tiempos en los que se ha
completado la duplicacién del ADN en cada
una de las tres divisiones. Los datos
mostrados en dicho Cuadro indican que la
induccidn de ICH es proporcional a la dosis
de BrdU y en la figura 8 se observa lo mismo,

con r = 0.99. La cantidad de ICH causada por
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25 mg de ENU/ Kg de peso en ausencia de
BrdU, estimada por regresién lineal, fue de
1.9 ICH/ célula.

5.3.2. Efecto de la Incorporacion de
BrdU sobre la persistencia de las lesiones
inductoras de ICH

En el Cuadro 1 y en la figura 7 se
tiempos de

los

puede observar que a




induccidn méaxima, la frecuencia de los ICH
‘causados por lesiones de expresion tardia es
_menor que la ocasionada por lesiones de
- expresion inmediata en relacion al grado de
incorporaciéon de BrdU. A las 9 h (primera
divisién), cuando de acuerdo con el modelo
tedrico, las cadenas dobles de ADN estan
unifilarmente sustituidas con dosis baja de
BrdU; la proporcion de ambos valores es

similar (2.2 vs 2.3 ICH/ célula), pero a las 18

h (segunda division), cuando los dos tipos de
doble cadena tienen un nivel mayor de
sustitucidn; la produccién de ICH por lesiones’
de expresion tardia es menor que la de ICH
debida a lesiones de expresion inmediata (3.9
vs 8.7 ICH/ célula). Esto podria indicar que en
el ADN substituido con BrdU la ENU induce
una proporcion menor de lesiones tardias
(persistentes) que de inmediatas.
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Flgura 8. Curva dosis-respuaesta de la Inducclén de ICH en funcién de la incorporaciénde
BrdU al ADN. La incorporacion fue estimada como el producto do la mutiplicacidn del
nimero de cadenas subslituldas por la dosls administrada en cadadivision. Se usé la
frecuencia maxima de ICH en cada divisién. La linea fue ajustadamedlante minimos

cuadrados, r=0.99
lado, si se analizan los

obtenidos por la

Por oftro
incrementos de ICH
exposiciébn a tiempos previos a la primera
administracion de BrdU (Cuadro 2); se
observa que hay un aumento progresivo en la
ICH en
progresion de los tres ciclos del protocolo
TDTT. Por ejemplo,
produjo incrementos de ICH / Célula de 1.35
en el primero, 1.80 en el segundo y 3.20 en e!

frecuencia de relacion con la

la exposicién a -3 h,

tercer ciclos. Esto podrfa indicar que la BrdU

que se incorpora en las cadenas
recientemente sintetizadas en cada ciclo

participa en la induccion tardia de ICH.

5.3.3. Induccién de ICH en la tercera

division en cromosomas 3N y en
cromosomas 3G
El Cuadro 4 y ia figura 9, muestran

respectivamente las frecuencias de ICH-3N y
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de ICH-3G y los Incrementos de éstas

respectc a. las frecuencias de testigos
paralelos. Como ya se ha mencionado, los
cromosomas 3N y 3G, son descendientes de
cadenas no sustituidas y sustituidas con BrdU

respectivamente; presentes después de la

primera division. Se consideraron los datos
obtenidos por la exposicion a ENU a todos los
tiempaos, es decir, tanto los previos como los
posteriores a la primera administracién de
BrdU.

CUADRO 4. INCREMENTO DE LA FRECUENCIA DE ICH3 EN CROMOSOMAS
DERIVADOS DE LAS CADENAS DE ADN QUE EN LA PRIMERA DIVISION ESTABAN
SUBSTITUIDAS (ICH-3G) O NO (ICH-3N) CON BrduU

“2h -6h -3h 3h 6h sh 12h 18h 24h 30h

aN x DE
Tratados | 4.0:0.8 | 3.7:06 | 42104 | 4.8:06 | 46106 | 3.808 | 36107 | 4305 | 56109 | 8507
Tosligos | 1.8:0.3 | 1.7406 | 17403 | 2305 | 22102 | 22402 2202 | 2202 | 25105 | 2104
Tra-Tes 22 20 25 qo2e 24 | 16 14 2.1 33 6.4
Tratados | 24102 ame E 5;51024 T g@&z 25001 | 29:08 | 41105 | 47:08 | 6510
Testigos | 1.910.3 | 25106 | 2506 | 1.&02 | 21104 | 17202 | 1.7:02 | 23104 | 102 | 23105
TraTes 0.5 1.2 08 0.9 05 0.8 12 18 3.2 42

n 4 6 6 5 5 3 4 5 5 4

Todos los valores de Tos grupos tratados fueron significativos con respecto a sus testigos paralelos, con la
excepclén del valor que esta subrayado (3G a 6h). Las diferencias en la frecuencia de ICH entre cromosomas 3N

y 3G fueron significativas a excepcion de los valores en negritas. Prueba de t pareada,

(p<0.05). N de los

testigos y su correspondencia se mencionan en los Cuadros 1y 2.

lLa curva de ICH-3G parece mostrar

una dependencia de la incorporacién de
BrdU. En el primer ciclo y en los tiempos
él,

significativo incremento de ICH con respecto

previos a hay un pequefio pero

al testigo, excepto para el valor obtenido por
la exposicién a 6 h. El hecho de que esta
cadena no existe a los tiempos previos al de
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la primera administracién de BrdU, indica que
algunas lesiones inducidas por ENU en ADN
no sustituido podrian hacer a las cadenas de
ADN sustituidas con dosis baja de BrdU,
recientemente sintetizadas, propensas a la
induccién de ICH en la tercera divisién. La
exposicibn durante la segunda y tercera
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dlvisiohes : lncrementa la
frecuencla de ICH 3G
o _;‘T!.a-' ’iriduc;cié
significati\(éki’qb'ﬁféf;l"e'” cto ‘a Ios testigos en
todos _ los fiempo _-del. tratamiento. La
respuesta para Ia inducclén de ICH-3N fue

mucho* més compleja En el ciclo celular

continuamente

e " ICH-3N fue

Incremep‘to‘dellCH'l Célula

previo a la incorporacidbn de BrdU hubo un

incremento proporcional a! tiempo. Estas
lesiones persistentes provocadas durante el
primero y segundo ciclo son principalmente
ICH-3N; aunque esto era lo que se esperaba,
el resultado confirma que la ENU puede

causar lesiones persistentes en ADN nativo.

-10 0

10

2 20

Tierrpo (h)

Figura 9, Incrementos en la frecuenda de ICH-3N e ICH-3G inducidos por la
exposicion a ENU a diferertes tiempos en cdlulas de la médula és ea de ratdn in vivo,

Después del primer incremento, la
frecuencia permanece constante y baja al
tiempo en que ocurre la primera duplicacién
del ADN, lo cual, de acuerdo con el modelo
de induccion de ICH; podria ser explicado por
una menor probabilidad de produccién de
ICH, como resultado de la reduccion a 50%
en el numero de cadenas no sustituidas por
La frecuencia de ICH-3N sube

nuevamente al tiempo en que ocurre la

célula.
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segunda duplicacién del ADN, en presencia
de dosis alta de BrdU. Después, se eleva en
una proporcién similar a la de los ICH-3G;
esto sugiere que las lesiones de expresion
medianamente tardia no son dependientes de
la incorporacion de BrdU, lo cual quiza se
deba a que la diferencia en la sustituciéon
entre las dos clases de cadenas es menor.
Sin embargo, a las 30 h la frecuencia de ICH-

3N es substancialmente mas alta que la de
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ICH-3G. Esta dltima respuesta no es
facilmente explicable; el hecho de que ambos ~
tipos de ICH fueron registrados en las
mismas células, implica que todas las

condiciones experimentales fueron iguales y
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que la Unica diferencia entre los cromosomas
3N y 3G es la cadena de ADN no sustituida
de los cromosomas 3N y la ligeramente
sustituida de los 3G.



6. DISCUSION

6.1. Relacion entre la induccién de ICH y la
progresion de la divisién celular

Evidencias previas demostraron que el
mecanismo que da lugar a la formacion de
ICH estd relacionado con el
sintesis del ADN (Kato, 1974b; Wolff et al.,
1974; ) y con la inhibicibn de las enzimas
involucradas en dicho proceso (Ishii y Bender,
1980; Nishi et al., 1982; Dillehay et al., 1989).
Ademas, se sugiri6 que la horquilla de
duplicaciéon es el sitio donde se produce el
ICH (Kato, 1980; Cortes et al., 1993).

Los resultados presentes indican que
puede

proceso de

la poblacion celular analizada
considerarse sincrénica, en virtud de que la
maxima inducciéon de ICH en cada divisidon
celular coincide con las frecuencias de ICH
minimas de las otras divisiones y de que los
incrementos maximos parecen ocurrir a
periodos casi regulares (~ cada 9 h). Esta
sincronia se debe a que las metafases que
TDTT, para
analizadas, son aquéllas que incorporaron las
dos dosis de BrdU a lo largo de las tres

divisiones celulares y se encuentran en

muestran la idébneas ser

metafase al momento de la administracion de
colchicina. La duraciéon estimada del ciclo
celular de la médula 6sea, de ~9 h esta de
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acuerdo con un estudio previo en rata

(Schneider et al., 1977).

La observacién de que la induccién de
ICH por ENU disminuya en un ciclo dado y
aumente concomitantemente la de la division
subsiguiente, es una evidencia directa de que
la horquilla de duplicacién es el sitio donde
ocurre el ICH, Esto implica que a medida que
la produccion de las lesiones inductoras se
de la horquila de
la ocurrencia de ICH en la
reduce y se

incrementa detras
dupilicacion,
divisibn en progreso se
incrementa la induccién en la siguiente. Este
andlisis permite contestar afirmativamente la
primera pregunta de este proyecto de
investigacién. Es decir que existe una
relacién estrecha entre la induccién de ICH y
el curso de la duplicacion del ADN. Ademas,
los resultados que sustentan esta conclusién,
son una prueba directa de que la horquilla de
duplicacion es el sitio donde ocurre el ICH; lo
cual se habia propuesto anteriormente con
base en evidencias indirectas (Kato, 1980).

El hecho de que los ICH se produzcan
en el mismo sitio en el que ocurren las
lesiones, no esta de acuerdo con los modelos
que consideran que el ICH es inducido por
lesiones muitiples (Painter,1980; DuFrain,
1981) y apoya a los que suponen que los ICH
son el resultado de lesiones discretas (Kato,
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1977; Shafer 1977; Dillehay et al.,, 1989;

Holden et al.,1989).
las

6.2. Persistencla y tenacidad de

lesiones causadas por ENU

El tema de lesiones que producen ICH
varias divisiones después del tratamiento con
los mutagenos es importante, porque ademés
de su asociacién con cancer {Marginson y
Klelhues, 1975) tiene otras implicaciones,
como la idea de que las lesiones originales
" deben ser compatibles con la duplicacién del
ADN, de tal manera que se debe producir una
lesion secundaria (Kaina y Aurich, 1985). No
obstante, que esta alternativa explicaria la

formacion de ICH en wuna division
subsecuente a la de la exposiciéon, no
resuelve el problema de explicar la

persistencia de una frecuencia constante de
ICH durante varias divisiones porque las
lesiones que los causan deberian ser diluidas
por las divisiones sucesivas.

El empleo del protocolo TDTT permitié
determinar que las lesiones causadas al ADN
por ENU, indujeron ICH en la divisién en la
que ocurrid la exposicién y también en
divisiones celulares sucesivas.

No obstante que protocolo
tradicional de de

cromatidas hermanas en dos tonos, tiene

el

tincion  diferencial las
desventajas para obtener inferencias del
destino de las lesiones inductoras de ICH,

existen numerosos estudios que lo han
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empleado para determinar persistencia. Este
protocolo requiere que las células hayan
incorporado BrdU durante dos ciclos de
divisiébn celular sucesivos, o cuando menos €l
primero de ellos, no permite detectar la
ocurrencia de ICH en cada una de las dos
divisiones. Ademas, los ICH que ocurren en
el mismo locus en divisiones sucesivas
pueden ser cancelados por la tincién, no son
registrados en el andlisis, ya que los
cromosomas tienen la apariencia de no tener
ICH (Stetka, 1979), por lo tanto, esto crea
mas incertidumbre en el estudio del destino
de las lesiones inductoras de ICH.

En estudios empleando el protocolo
tradicional, la interpretacion de la persistencia
se hizo con base en la comparacion de la
induccién de ICH causada por la exposicion a
mutagenos en la primera divisidn, con la
obtenida por la exposicion en la segunda, e
infiriendo a partir de la diferencia, la induccion
de ICH en cada ciclo (Ockey, 1981; Conner et
al., 1984, Kaina y Aurich, 1985). Sin embargo,
los ICH obtenidos por exposicion de ADN no
suslituido en la primera division celular,
representan la induccién durante dos ciclos y
existe la posibilidad de cancelacion. De otro
modo, la exposicién en la segunda division
representa los ICH provocados durante una
division celular pero en ADN unifitarmente
sustituido con BrdU y como ya se ha
sefialado, esta puede afectar la induccién de
ICH por los mutagenos (Morris et al., 1992;

Morales-Ramirez et al., 1992, 1995). Esto da




pie a considerar la Importancia de desarrollar
otros protocolos que permitan distinguir la
ocurrencia de ICH en divisiones célulares,
tales como el método de TDTT (Schvartzman
y Goyanes, 1980), ICH
simétricos versus asimétricos en células en
tercera divisiébn (Conner et al., 1984), de ICH
sencillos versus gemelos (Ishii y Bender;
1978; Latt y Loveday, 1978; Linnainma y
Wolff, 1982) y el del andlisis de ICH en tres
clclos de division celular sucesivos en células
endoreduplicadas (Wolff y Afzal, 1996)

El protocolo de TDTT, no obstante que
permite determinar la induccién de ICH en
cada divisién celular, tiene la desventaja de
que puede crear dudas en la interpretacién
del
empleado en células asincronicas en division

el analisis de

destino de las lesiones, cuando es
continua, debido a que las lesiones causadas
detras de la horquilla de duplicacién daran
lugar a ICH hasta la siguiente divisioén celular.
Esto es especialmente importante cuando se
emplea un solo tiempo de exposicion a los
mutédgenos para inferir el destino de las
lesiones al ADN involucradas en la induccién
de ICH en divisiones celulares sucesivas
(Morales-Ramirez et al., 1990, 1992, 1995a).
El
varios tiempos de exposicién durante los tres
det TDTT, permitié

determinar {a induccion de ICH en divisiones

presente estudio al emplearse

ciclos protocolo
celulares sucesivas y relacionarla con el

progreso del ciclo celular, ya que una

proporcidon muy alta de las lesiones causadas
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por la ENU son de expresién inmediata y

lugar a lesiones

practicamente no da
persistentes y tenaces. Las lesiones tenaces,
habrian producido un incremento inesperado
de la frecuencia de ICH-1 por la exposicion a
ENU en la segunda divisibn, debido a la
induccion de ICH en la segunda y tercera
divisiones en el mismo locus ("ICH-1"). Este
Utimo resultado no estd de acuerdo con
datos previos obtenidos por la exposicidon a
otros agentes (Morales-Ramirez et al., 1988,
1990, 1992, 1995), los cuales causaron un
ligero pero significativo incremento en “ICH-
1", aunque en ese caso, también se
consideré la posibillidad de que estuvieran
involucradas lesiones nuevas generadas en
el ciclo subsiguiente a! de la exposicion. Cabe
mencionar que en los trabajos citados, la
exposicién a los mutagenos se llevd a cabo a
12 h después de la primera administracion de
BrdU, asumiendo que la primera division ya
habia terminado y que por lo tanto no es
posible ICH-1 verdaderos. Sin
embargo, en el presente trabajo se determind

inducir

que a las 12 h aun se produce este tipo de
ICH, lo cual indica que 12 h no es el tiempo
adecuado para evaluar la presencia de "ICH-
1", sino mas bien las 18 h, ya que es el
tiempo en el que se presenta la frecuencia
méxima de ICH-2 y la producciéon de ICH-1
verdaderos ya no es factible.

El hecho de que no se produzcan
“ICH-1" sugiere que las lesiones inductoras
de ICH causadas por la ENU, no trascienden
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la divisién celular e indica que son reparadas
durante la formacién de éste y se ha
propuesto que los ICH son el reflejo de
reparacion postreplicativa (Ishii y Bender,
1980; Cleaver et al., 1999; Limoli et al., 2000),
mediada por recombinacién homdloga
(Sonoda et al., 1999; Yamashita et al., 2002;
Okada et al., 2002).

La falta de tenacidad
puede deber a la reparacion de las lesiones
durante de
subsiguiente. Los datos apoyan la idea de

también se

la interfase la divisidn
que las lesiones no son capaces de causar
ICH en varias divisiones, pero contrastan con
resultados previos en células de criceto chino
Yy en células de médula dsea, en las que el
nivel de ICH permanece alto a través de
muitiples divisiones después de la exposicién
(Latt y Loveday, 1978; Morales-Ramirez et al
1984). Esto podria ser explicado con base en
la existencia de subpoblaciones celulares que
tienen ciclos celulares con diferente duracion
0, en el caso de los experimentos in vivo, por
la emergencia de la divisibn de células
progenitoras deficientes, las cuales
reemplazan a las células muertas.

Otra explicacion para esto podria ser
que las lesiones causadas por psoralen mas
luz UV y rayos«y, que fueron los agentes
usados en los estudios mencionados,
muestran una conducta diferente a la de las
lesiones causadas por ENU. De hecho, un
estudio en células de la médula ésea de

raton, usando ENU como mutageno, indicé
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que este agente es capaz de incrementar la
frecuencia de ICH cuando el tratamiento se
dio hasta cuatro divisiones celulares antes del
analisis. Estos resultados son mas acordes
con de el
tratamiento con ENU, de células sin BrdU en
el ADN, puede producir ICH hasta cinco
divisiones celulares posteriores al ciclo en el

estas observaciones que

que se aplicd dicho tratamiento. Esto implica
la ENU,
también pueden generar incrementos de ICH
lesiones

que otros agentes ademas de

a tiempos largos, no debidos a
persistentes en el ADN, sino mas bien por
otro mecanismo (Charles et al., 19886).

De acuerdo con esto dltimo, los datos
indican que ademas de producir lesiones que
dan lugar a ICH de manera inmediata; en el
mismo ciclo en el que sucede la exposicion,
la ENU es capaz de inducir una frecuencia
ICH-2 y de ICH-3 por la
exposicion en el primer ciclo e inclusive si

constante de

esta ocurre dos ciclos antes del mismo. Esto
podria indicar que la ENU causa lesiones
inductoras de ICH que persisten hasta por
cinco ciclos, en ADN no sustituido o la
presencia de metabolitos de la ENU durante
ese lapso. Esta ultima posibilidad podria ser
descartada, ya que se ha determinado que
activacion
metabdlica para reaccionar con el ADN
(Beranek, 1990). Ademas, los resultados de

un estudio de farmacocinética de la ENU,

este mutdgeno no requiere

permitieron concluir que la distribucion,

reaccion y eliminacién de éste mutageno son




muy rapidos . (Morales-Ramirez y Vallarino-
Kelly, 1998), En dicho estudio, se observé
que el perlodo de latencia y de actividad
efectiva de la ENU, inferidos, a partir de la
cinética de produccidbn de micronicleos,
fueron muy semejantes a los detectados por
exposicion a radiaciébn ionizante. Existe
evidencia en células de glandula salival
(Gonzalez-Beltran y Morales-Ramirez, 1999),
de la persistencia durante G, de lesiones
inductoras de |ICH causadas por ENU en ADN
no sustituido con BrdU y por periodos largos
en linfocitos de sangre periférica y de bazo de
raton (Tuker et al.,, 1986), asi como también
células de la médula 6sea (Charles et al.,
1986). Las evidencias previas en células de
médula ésea indican que las lesiones ademas
" de persistentes de
trascender la division celular (Charles et al.,
1986). Sin embargo, los datos obtenidos en el
presente estudio demuestran la induccién de
una frecuencia de ICH casi constante en cada
uno de tres ciclos de divisién sucesivos. El
hecho de que el dafo ocasionado en las
cadenas de ADN no sustituido fue capaz de
ICH hasta cuatro y cinco ciclos

ser son  capaces

causar
después e incluso a una frecuencia mayor es
relevante para el significado blolégico del
fenémeno.

Se ha demostrado que ciertos agentes
que inhiben la metilacién del ADN causan un
ICH, cual
permanece constante hasta por mas de diez
ciclos de division (Perticone et al., 1997;

incremento heredable de el
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Albanesi et al., 1999), Aunque no se conoce
el mecanismo por el que sucede esto, los
autores proponen que los incrementos de ICH
son causados por la acumulacién de errores
en la cadena progenitora durante ciclos
suceslvos de duplicacion del ADN, debido a
la deficiente actividad correctora de Ila
polimerasa porque no puede distinguir entre
la cadena progenitora (que debe estar
metilada) y la recientemente sintetizada. En el
caso de la ENU, la persistencia constante de
ICH podria ser causada por ia desmetilacion
indirecta del ADN provocada por ia remocién
de citosinas metiladas durante ia reparacion.
Si este proceso de induccidn de ICH pudiera
generalizarse a otros agentes alquilantes,
seria relevante debido a que la metilacién del
ADN se ha relacionado con varios eventos
biolégicos, tales como la regulacion de la
expresién génica, la diferenciacién celular, la

carcinogénesis, el envejecimiento, etc.
(Holliday, 1985; Jones y Vogt, 2000).
Debido a que el andlisis de la

induccién de ICH por agentes desmetilantes
se llevé acabo usando el protocolo de dos
tonos de diferenciacibn de las cromaétidas
hermanas, importante determinar la
induccion real de ICH durante cada ciclo y la
manera en que la incorporaciéon gradual de
BrdU a través de estos, afecta esta induccion,
usando el protocolo empleado en el presente

seria

trabajo.
Por otro lado, el estudio del destino de

las lesiones inductoras de |ICH causadas por

e o
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otros agentes alquilantes, tales como
ciclofosfamida‘, metil y etil metanosulfonatos y
dimetilnitrosamina (Morales-Ramirez et al.,
1990, 1992, 1995a), mediante el empleo del
protocolo TDDT, indicd que estos agentes
producen una alta proporcién de lesiones
persistentes, ya que causaron incrementos
altos de ICH en un ciclo de divisién posterior
al ciclo en el cual se aplicé el tratamiento. Es
probable que con los cambios en los tiempos
de los tratamientos con los agentes, del
protocolc TDTT; que se han propuesto en
esta investigacién, pudiera determinarse si
los incrementos de ICH causados por los
agentes mencionados se mantienen a través
de mas ciclos de divisién celular.

El
términos de la relacion entre induccion de
ICH y reparacién de lesiones o con tolerancia

de las mismas y que contesta la pregunta 2

analisis de estos resultados en

de esta investigacién indica que:

lesiones causadas por ENU,
ICH, 'se
expresan principalmente en la division en la

Las

involucradas en la induccién de
que ocurre la exposicién, lo cual indica que

estas se reparan antes de la siguiente

division. La ENU no produce lesiones
tenaces, que dan lugar a ICH en el mismo
locus en divisiones celulares sucesivas, lo
reparadas como
consecuencia de ICH o
durante ia divisién subsiguiente. El hecho de

que la ENU causara una induccién de ICH

cual sugiere que son

la formacion del

que se expresd en ciclos de divisidbn celular
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sucesivos en de incrementos
constantes, no puede ser explicado como
debido a lesiones al ADN sino a través de un

la

forma

indirecto tal como
desmetilacion del ADN causada por
reparacion de lesiones. Al respecto se ha
reportado evidencia de que diversos tipos de

lesiones al ADN tales como alquilacién de

mecanismo
la

bases, pueden causar hipometilacién
generalizada de residuos de citosina, en sitios
CpG. En particular se ha demostrado que la
exposicion a etilnitrosourea causa este efecto

(Wachsman, 1997).

6.3. Efecto de la BrdU sobre la inducciéon
de ICH causada por ENU

En el presente trabajo, el empleo del
protocolo de de
cromatidas hermanas en tres tonos, permitié
estudiar con méas profundidad, el efecto in

tincion diferencial las

vivo que la BrdU tiene sobre el destino de las
lesiones al ADN, causadas por ENU, e
involucradas en la produccién de ICH. En

trabajos anteriores empleando otros
mutadgenos (Morales-Ramirez et al.,, 1990,
1992, 1995a), se determindé que Ila

incorporacién de BrdU en el ADN afecta de
distinta manera la capacidad de las lesiones
para producir ICH. La diferencia entre estos
estudios y el presente, es que en los
primeros, la exposicién al mutageno se llevd
a cabo a un tiempo unico (30 min. antes de la

BrdU alta) y en el presente, los diez tiempos




de exposicién a ENU fueron a lo largo de
cinco ciclos de division y permitieron provocar
lesiones en moléculas de ADN con diversos
niveles de incorporacion de BrdU, incluso
también, en ADN sin sustitucidn. Ademas de
que la duplicacion de la molécula con daiio,
ocurrié presencia de  diferentes
concentraciones del analogo.

Nuestros resultados indican, como ya
se habla demostrado en trabajos previos
{(Morales-Ramirez et al., 1987), que Ia
incorporacion de BrdU al ADN es capaz de
inducir per se ICH (O'Neili et al., 1983;
O'Neill, 1984) ya que en los grupos testigo, se

observé un incremento en la frecuencia de

en

ICH en cada ciclo, proporcional con el nivel
de incorporacién, lo cual esta de acuerdo con
los resultados de otros autores (Schvartzman
y Goyanes, 1980; Schvartzman et al., 1985;
Escalza et al., 1989).

Las frecuencias maximas de ICH
causadas por la exposicibn a ENU en cada

ciclo (9, 18 y 30 h), son una prueba de que la

BrdU ejerce un papel importante en la
induccién por lesiones de expresion
inmediata. Dicho papel consiste en la

sensibilizacién de la molécula de ADN e
indica que a un mayor nivel de incorporacion
en el ADN corresponde un grado mas
elevado de sensibilizacién para la produccién
de ICH. Evidencias del papel sensibillzador
de la BrdU fueron obtenidas después de la
exposicibn a otros mutagenos como MMC
(Morales-Ramirez et al., 1990), camptotecina;
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inhibidor de la topoisomerasa | (Zhao et al.,,
1992); Inhibidores de la PARP (Morgan vy
Wolff, 1984b), agentes alquilantes (Gonzalez-
Beltran y Morales-Ramirez, 1999, 2003;
Morales-Ramirez et al, 2001) y radiacién
ionizante (Renault et al., 1982; Bruckmann et
al.,, 1999a) la cual por si sola induce ICH,
pero la incorporacion de BrdU causa un
efecto sensibilizador alto (Morales-Ramirez et
al., 1983, 1984, 1988,1994,1995b).

En contraste con lo anterior,
resultados indican que la incorporacion de
BrdU ejerce un efecto inhibidor en la
capacidad de las lesiones para inducir ICH;
causadas por ciertos agentes como MMS
(Ockey, 1981, Morales-Ramirez et al.,1992) y
MNNG (Popescu 1980). Otras
evidencias, indican que la induccién de ICH
por mutdgenos no es afectada por Ila
incorporacion de BrdU (Schwartz et al.,, 1982;
Morgan y Wolff, 1984c; Tohda y Oikawa,
1988; Morris et al., 1992)

otros

et al.,

En cuanto al efecto de la BrdU sobre
las lesiones que provocan ICH causadas por
ENU, en células de glandula salival de ratén,
se demostré que la incorporacion de BrdU en
el ADN tiene un efecto sensibilizador para la
induccién de ICH por dicho mutageno; sin
fueron mas
eficientemente  reparadas G1
(Gonzalez-Beltran y Morales-Ramirez et al,,
1999).

El mecanismo de sensibilizacion de la
incorporacién de BrdU no se ha establecido,

embargo, estas lesiones

durante
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pero es probable que esté relacionado con la
forma en que ocurre la interaccidon de los
agentes con el ADN y la manera en que esta
interaccién pueda ser maodificada por la
presencia de BrdU en dicha molécula. En el
la ENU, puede ser porque
de BrdU

nucleofilicos adicionales representados por el

caso de la

incorporacion genera  sitios
atomo de bromo.

Aunque el analisis de estos resultados
sugiere que hay una relacion directa entre la
induccién de ICH por ENU y la incorporacion
de BrdU (tabla 3; figura 8), fue posible inferir
que la ENU es capaz de inducir ICH en las
cadenas de ADN no sustituidas con BrdU.
Esto contradice la idea de que la BrdU es
responsable de la induccién de ICH causada
por los mutagenos.

El andlisis de las frecuencias de ICH
en cromosomas 3N y 3G en los animales
expuestos a diferentes tiempos, indica que:

i).

inducidos en los cromosomas 3G por la

Los incrementos inesperados
exposicion a ENU en el ciclo previo a la
administracion de BrdU, podrian ser debidos
a que algunas lesiones originales producidas
en las hebras con timina causen propensiéon
en las cadenas recientemente sintetizadas en
presencia de BrdU baja. Dicha propension
podria explicarse en base a alteraciones en el
patron de metilacion y una concomitante
acumulacién de errores de apareamiento por
la polimerasa para

la incapacidad de
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distinguir entre las hebras progenitora
metilada y la hija no metilada.
ii) Los incrementos en los

cromosomas 3G, por la exposicién durante el
primer ciclo podrian haber sido inducidos por
lesiones en cadenas con sustitucion de BrdU
baja, porque a los tiempos correspondientes
a ese ciclo, ya ocurrid el suministro de BrdU.
Sin embargo, el modelo de induccién de ICH
propuesto en este trabajo (Figura 6) indica
las 9 h después de este
ADN
alcanza su valor maximo y las cadenas hijas
habrian incorporado la BrdU. Alas 3y 6 h se
esperaria que esta incorporacion fuera parcial

que es hasta

suministro cuando la sintesis del

y proporcional ya que la sintesis del ADN esta
en curso y solamente algunas regiones de la
molécula estarian duplicadas y de acuerdo
con datos previos (Latt y Loveday, 1978), la
frecuencia de ICH seria proporcional a la
cantidad de ADN sintetizado. Otra posibilidad
es que estos incrementos sean debidos a la
presencia de lesiones tenaces; que causen
ICH en el mismo locus en la primera y en la
segunda divisiones. Sin embargo, en este
caso, se esperarian incrementos similares en
los cromosomas 3N y ademas una
proporcionalidad de los mismos en funcion
del progreso de la duplicacién de! ADN, lo
cual no ocurre. Por otro lado la propension a
ICH en
recientemente sintetizadas, podria explicarse
a partir de la desmetilacién causada por la

ENU en las cadenas con timina, condicién

la induccién de las cadenas 3G
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que se heredaria epigenéticamente a la

cadena 3G. Esto se podria sustentar en el
hecho de que se ha demostrado que ia ENU
es capaz de desmetilacién
{Wachsman, 1997).

ili} la observacién de incrementos casi

inducir

iguales en ambos tipos de cromosomas en el
periodo entre 12 y 24 h, permitirfa sugerir que
la BrdU incorporada en el ADN no sensibiliza
a la molécula para la induccién de ICH por
ENU es decir, de sustitucion
ligeramente mas alto de BrdU en
cromosomas 3G, con respecto al de los
importancia

el nivel

los

cromosomas 3N tiene menor
para tal induccién

iv). El mayor incremento de ICH-3
cuando la exposicion se da a las 30 h, resulta
léglco, ya que practicamente todas las células
se encuentran en la tercera division; pero lo
que no es facil de explicar es que en los
cromosomas 3N se observé un incremento
mayor que en los 3G porque indicaria que la
presencia de un nivel mayor de BrdU en los
cromosomas 3G inhibe la induccién de ICH
causada por ENU; lo cual se contradice con
el resultado del andlisis de las frecuencias
méaximas de ICH en cada ciclo, que indicé la
existencia de una relacién directa entre el
grado de incorporaciéon de BrdU durante los
tres ciclos de divisién y la induccién de ICH
(tabla 3; figura 8).

Podria considerarse también que la
ICH no
solamente tiene que ver con la condicion de

susceptibilidad a la induccion de
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sustitucion de las cadenas de ADN en las que
se producen las lesiones, sino también con la
sustitucion de las cadenas complementarias y
de BrdU que se

con el nivel

las cadenas

ademas,
incorpora en
sintetizadas. Cuando se da el tratamiento con
ENU a las 30 h, ambos tipos de cromosomas
tienen una cadena sustituida con BrdU alta y
la complementaria en los 3N tiene timina; en
tanto que en los 3G, sustitucion baja de BrdU.
Estos cromosomas se duplican en presencia
de BrdU alta, la cual se incorpora en las
cadenas hijas a medida que estdn se
sintetizan; al mismo tiempo, que se estan

recientemente

produciendo los ICH.
La
cromosomas 3-N podria deberse a: (i) que las

mayor  induccibn en los
lesiones en la cadena con timina sean mas
propensas a la induccién de ICH cuando esta
se duplica en presencia de BrdU alta o; (ii)
que las lesiones en cadenas sustituidas con
BrdU alta sean mas propensas a la induccién
de ICH, cuando la cadena complementaria
tiene timina y la duplicacion del ADN ocurre
en presencia de BrdU alta.

No resulta facil elegir una de estas
alternativas. La primera puede ser posible si
lesiones

se las

involucradas en la induccién de ICH-3N son

toma en cuenta que

de expresiéon inmediata, al igual que lo son
las lesiones que causan los incrementos
maximos de ICH-1 y de ICH-2 y aunque en
los tres casos las lesiones suceden en una

molécula de ADN que tiene al menos una




cadena con timina,- el incremento tanto de
ICH-3N como de'ICH-2. es _notablemente
mayor que de ICH-1. Esto Ultimo podria
'exphcarse con’ base al hecho de que los ICH-
1 se producen cuando el ADN con lesiones
se dup!ica en presencia de BrdU alta y los
ICH-2e" IGH-3 en BrdU baja. Esto es
,,,,zsugéstiVO'rde que las cadenas de ADN con
timina-son més susceptibles a fa induccién de
'IVCH' icaﬁsayda por ENU cuando la duplicacion
del ADN sucede en presencia de BrdU aita.
No obstante que las lesiones que producen
los ICH-2 pueden ocurrir también en cadenas
con sustitucion baja de BrdU, se puede
especular que estas todavia contienen una
proporcion apreciable de nucledtidos con
timina.

La diferencia entre las frecuencias de
ICH en cromosomas 3N y 3G con respecto a
los diferentes tiempos de exposicidén, es que
las observadas por la exposicibn en el
primero y segundo ciclo, asi como las de los
tiempos previos, son producto de lesiones
alta o moderadamente persistentes, y las del
tercer ciclo son debidas a lesiones de
expresion inmediata y es probable que el
comportamiento de estos dos tipos de
lesiones en BrdU sea
diferente. A este respecto, quiza sea util la
observacion de que las lesiones de expresion
inmediata que generan ICH en el segundo
ciclo (18 h, figura 5), ocurren en cromosomas
cuyo ADN tiene una cadena con timina y se
duplican en presencia de BrdU alta, de igual

relacion con la

manera  como - sucede con las lesiones que

" dan‘lugar a‘la frecuencia de ICH en el tercer
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ciclo en los cromosomas 3N,

El incremento de ICH
cromosomas 3G, importante aunque menor
que el de 3N a las 30 h, indica que las
lesiones de expresién inmediata tambien
ocurren en ADN con sustitucién alta de BrdU,
pero es probable que la presencia de una
cadena con timina represente una mayor
susceptibilidad a la produccién de {CH, o
menor reparabilidad de dichas lesiones.

La evaluacién del efecto de la BrdU
las

en los

con base en la comparacién de
frecuencias de ICH-3 en cromosomas con
dos diferentes de sustitucion,
constituye un sistema Unico en su género, ya

que en la misma célula existen los dos tipos

grados

de cromosomas; con lo cual, se puede evitar
que otras variables fuera de control pudieran
afectar la induccion de ICH. Ademas, debido
a que en esta investigacion, la exposicion al
mutageno se llevd a cabo en distintos
tiempos, los cuales se pudieron relacionar
con cada uno de los tres ciclos, con base al
modelo de induccidn de ICH propuesto fue
posible inferir la condicidon de sustitucion de
BrdU en el ADN al momento de dicha
exposicion. Se puede comparar la respuesta
de poblaciones que fueron
expuestas al efecto de un mutageno en
diferentes condiciones de sustitucion de BrdU

en su ADN.

celulares
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Por lo anterlor, .respecto a la tercera

pregunta, que se reflere al papel de la BrdU -

sobre la induccién de ICH producida por la
exposicion a ENU, estos resultados indican
que la ENU provoca ICH en ADN no
sustituido con BrdU y también en ADN
sustituido, pero en este Uultimo caso, el
anadlogo ejerce un papel sensibilizador.
la ENU produce un incremento

en

Ademas,
significativo, pequeio

cromosomas sustituidos cuando la exposicidn

aunque

se realiz6 antes de la incorporacién de BrdU.
En sintesis, los resuitados de este
trabajo indican que la induccion de ICH por el
tratamiento con ENU ocurre a través de dos
mecanismos: uno directo, mediante lesiones
al ADN; las cuales son reparadas como
resultado del ICH o bien, en la interfase de la
siguiente divisién y; otro indirecto, que causa
incrementos constantes de ICH en cada ciclo
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y perdura varios ciclos después de Ia
exposicién, como sucede por alteraciones en
el patrébn de metilaciéon del ADN. La presencia
de BrdU en el ADN ejerce un papel
modulador importante en ambos tipos de
mecanismos. Mientras que la cantidad de ICH
por lesiones aumenta en proporcién directa
con el nivel de incorporaciéon de BrdU, la de
ICH producidos a través del mecanismo
indirecto ocurre en ADN nativo, es decir en
ausencia de BrdU. Esto representa una
contribucion al conocimiento del mecanismo
de formacion del ICH y también resulta
relevante en relacion al significado biolégico
del evento de ICH. Por lo tanto, se puede
afirmar que el seguimiento del destino de las
lesiones inductoras de ICH fue una estrategia
experimental adecuada que aportd una
aproximacion al conocimiento del mecanismo

de formacion del ICH.
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7. CONCLUSIONES

E! andlisis de las frecuencias de ICH
inducidas por la exposicion a ENU en tres
ciclos de divisién celular sucesivos permitié
responder a las tres preguntas planteadas, a
traves de sus hipbtesis correspondientes:

Pregunta 1.
,Cual es la relacion entre la induccién de |ICH
y el curso de la duplicacién del ADN en

funcion del tiempo de exposicién al
mutageno?
Existe una relacién estrecha entre la

inducclén de ICH y el curso de la duplicacion.

Pregunta 2.

LEs el ICH la expresién de un proceso que
permite la tolerancia o reparacién de lesiones
en el ADN?

Los ICH representan un procesoc que permite
la reparacion de lesiones. Adicionalmente, se
obtuvo evidencia de un proceso de induccién
continua de ICH, atribuible a un cambio

epigenético p. ejem. Desmetilacion.

Pregunta 3.

¢ Cual es el papel que juega la BrdU sobre la
induccidn y persistencia de las lesiones que
inducen ICH?
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La BrdU si afecta la induccion de ICH y
también la persistencia de las leslones que lo
producen.
Los resultados de este trabajo de
investigacion, permiten obtener las siguientes
conclusiones:

1) Se determind que la poblaciéon
celular analizada es sincronica.

2) La etapa S ocupa la maycr parte
del tiempo del ciclo celular, el cual
duracion de 9 h

tiene una

aproximadamente.

3) La de ICH

dependiente del progreso de la
del ADN,
constituye una evidencia directa de

induccidon es

duplicacion lo que
que la horquilla de duplicacion es el
sitio donde se llevan a cabo los
ICH.

4) La ENU induce ICH de manera
inmediata; en el ciclo en el que se
da la exposicion. Esto denota que
la ENU causa ICH a través de un
mecanismo directo; por lesiones en
el ADN.

TV,
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5)' La - ENU no produce lesiones

tenaces, lo cual sugiere que las
_'V!kqs:lrgnﬁers inductoras de ICH se
reparan durante la formacion de
ICH o en la interfase de la siguiente
divisién

6) Este mutageno también produce
una induccién tardia y constante de
ICH, que trasciende hasta cinco
ciclos de division celular después
de la exposicion. Lo cual podria ser
debido a la desmetilacion de la
citosina causada como resultado de
la reparacién de lesiones en el ADN
e indica que en la formacién de ICH
también interviene un mecanismo
indirecto.

7) La induccion inmediata de ICH se
incrementa de manera
proporcional con el grado de
incorporacién de BrdU al ADN.

8) La induccién tardia ocurre
preferentemente en ADN nativo.

9) Las lesiones en cadenas con

timina causan propensién a la
induccibn de ICH en cadenas
sintetizadas en ciclos de division
posteriores; posiblemente a través
de desmetilacion del ADN.
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10) La presencia de BrdU en el ADN
no afecta la inducclon de ICH por
ENU, cuando la molécula con
sustitucion baja de BrdU se
duplica en presencia de BrdU alta.

11) La induccion inmediata de ICH se
incrementa cuando las lesiones
se producen en ADN, que tiene
timina en una cadena y se duplica
en presencia de BrdU alta.

12) El nivel de sustitucién de BrdU en
el ADN, asi como la BrdU
incorporada durante la
duplicacién, son importantes para
la expresién de las lesiones como
ICH.

Adicionaimente: Se mejord protocolo
de TDTT para estudiar el destino de las
lesiones inducidas por otros mutagenos, ya
que los resultados permiten establecer
tiempos mas adecuados para el tratamiento
con BrdU y con los mutagenos.
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Sister chromatid exchange induction and the course of DNA
duplication, two mechanisms of sister chromatid exchange

induction by ENU and the role of BrdU

R.Rodrigucz-Reyes and P.Morales-Ramfrez!

Departamento de Gendtica, Institulo Nacional de Invesigaciones Nucleares,
Apartado Postal 18-1027, México, D Mexico

The aims of the present study were to establish the follow-
ing: (1) the course of sister chromatid exchange (SCE)
induction by ethylnitrosourea (ENU) in the first, second
and third divisions as a function of the exposure time; (ii)
the persistence of SCE-inducing lesions und the determina-
tion of whether or not they are always involved in SCE
formationg (iit) the cffect of bromodeoxyuridine (BrdU)
incorporation on the induction and persistence of SCE.
Three-way differential staining of sister chromatids in
murine hone marrow cells in vivo was used in the present
study. The results indicate the following: (i) SCE induction
in each cell division depends on the course of DNA duplica-
tion, sugpesting that SCE occurs at the replication fork;
(ii) the cell population under study could be considered
synchronous and had a cell cycle duration of nearly 9 h;
(iii) in the second and third cell divisions ENU preferentially
induced SCE in the cycle in which the exposure occurred;
(iv) lesions induced by exposure to ENU did not cause SCE
at the same site in subsequent divisions; (v) ENU was also
capable of producing a long-lasting induction of SCE
in BrdU-unsubstituted DNA; (vi) the sensitivity to SCE
induction by the mutagen increases nearly proportionally
to BredU incorporation into DNA,

Introduction

Sister chromatid exchange (SCE) is a phenomenon that oceurs
widely in nature (Chao er al., 1985; Escalza et al., 1989; Wei
et al., 1993); this suggests that it represents or is the expression
of a bialogically relevant process that hus been preserved
through cvolution. However, its biological meaning and the
mechanism of formation have not been fully elucidated.
Lividence has been obtained that the oceurrence of SCE requires
the cell to pass through DNA synthesis (Wollt er al., 1974);
there are also some data suggesting that the replication fork
15 the site at which this event occurs (Kato, 1980; Cortés ef al.,
1993). It has been reported that SCE could be caused by the
prescice of DNA lesions at the moment of replication (Kato,
1980) or by the alteration of this latter process (Ishii and
Bender, 1980, Nishi er af., 1982). DNA synthesis, and particu-
larly formation of the replication fork, is the moment at
which SCE most probably occurs, because this is when the
homologous double strands are close together and a homo-
logous recombinational event could take place more casily
(Morales-Ramirez er al., 1990). Clear evidence has recently
been reported relating SCE to homologous recombination
(Sonoda et al., 1999),

In a model of SCE production (Morales-Ramirez eral., 1990)
based on the recombinational model of Holliday (Dressler and

Potter, 1982) und on replicative repair in eukaryotes (Lavin,
1978), a mechanism was proposed that permits DNA duplica-
tion in the prescnce of lesions; these lesions could subsequently
be climinated by an associated repair process or after replica-
tion. In such s model, the Holliday intermediate could be
resolved by generating a double or simple strand exchange,
which determines whether a sister chromatid exchange does
or does not oceur. [n this context, an approach to determining
the biological mcaning would be to establish whether SCE
production is related to the elimination of DNA damage or 10
lesion tolerance. In order o discriminate between these two
possibilities, cvidence is required that may allow one to
establish whether or not a lesion can cause SCE in subsequent
divisions and whether it is common for SCE to occur at the
same locus in subsequent cell divisions, }

There is evidence that mutagen exposure can induce SCE
much later in profiferative cells (Morales-Ramfrez et af.,
1984u), indicating that not all SCE-inducing lesions are repaired
during cell division. However, the evidence obtained by the
usual protocol of two-tone staining of sister chromatids does
not let us clearly determine the persistence or repair of’ SCE-
inducing lesions. Given that differential staining requires two
cell divisions, the SCEs unalyzed could be the accumulution
of SCE occurring in two cell divisions. In order to distinguish
SCE induction in each cell division, the mutagen treatment
was applied to different groups in each cell cycle; SCE
induction in cach cell division was estimated by difference
(Ockey, 1981; Conner er al., 1984; Kaina and Aurich, 1985).
However, the cancellation effect (Stetka, 1979) in cells exposed
in the fiest division and the bromodeoxyuridine (BrdU) substitu-
tion effect (Ockey, 1981) in those exposed in the second
division make interpretation ditficult.

A protocol based on the three-way differentinl staining
(TWDS) of SCE (Schvartzman und Goyanes, 1980) allows
one to determine SCE occurring in each of three successive
cell generations and even the frequency at which a SCE occurs
at the same locus. Using this protocol in human lymphocytes
or CHO cells in virro it has been reported that a single time
exposure to mitomycin C, UV light, ionizing radiation or EMS
wats capable of inducing SCE in successive divisions, but not
at the same locus (Schvarizman er al., 1985; Contés et al..
1994). In murine bone marrow cells in vivo, also with a single
exposure, it was observed that y-rays caused 100% of lesions
capable of inducing SCE at the same locus (Morales-Ramirez
et al., 1988); likewise, it has been noted that some chemical
mutagens produced the same effect, but with 50% probability
(Morales-Ramirez et al., 1990) or less (Morales-Ramirez er al.,
1992, 1995).

[n the TWDS protocol, the refationship between the time of
mutagen exposure and the course of DNA duplication is
essential for interpretation, because assuming that SCE occurs
at the duplication fork (Kato, 1980; Cortés er al., 1993), the
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DNA lesions induced behind the fork would produce SCE
during subsequent cell divisions; this could be misinterpreted
as a persistence of lesions.

The aims of the present study were as tollows: (i) to
establish the course of SCE induction in the first (SCE-1),
second (SCE-2) and third (SCE-3) divisions depending on the
exposure time to ethylnitrosourea (ENU); (ii) to establish
if mulagen exposure causes DNA lesions eliciting SCE in
successive divisions (persistent) and even at the same locus
(tenacious); (iii) to determine the effect of BrdU incorporation
into DNA on the induction and persistence of SCE-eliciting
lesions.

Materials and methods

Animals

Two- to three-month old BALB/e male mice weighing 30 g were used in
these experiments. The animals were housed in plastic cuges under controlled
canditions of temperaure and dack=tight periods and were fed with Puring
chow for small rodents and waler ad libitum,

Pronoced

The protocol followed to determine SCE induction in three subsequent cell
penerations in murine bone marrow cells (Morales-Ramirez et al., 1988, 1990,
1992, 1995) is hascd on three-way differential staining of sister ct il

(Schvartzman and Goyanes, 1980), The mice received a low BrdU dose
(0.2 mp/kg bady wi Lp.,) helore the first division @ime ) and a high dose
(2.0 mg/kg body wt ip.) before the second cycle of division (12 b afier
initiation). The BrdU hud previously been adsorbed to activated charcoal
(Morales-Ramirez,  1980; Morles-Ramirez et al, 1984b). A dose of
25 mwkg ENU (in water) was administered s.c. 1o dilferent groups of mice
3,6, 9,12, 8, 24 or 30 b after the first injection of BrdU (low BrdU dose).
Additional experiments were carricd out with exposure 3, 6 and 12 h prior to
the dirst BrdU dase. Colehicine (3.75.mg/kg) was administered i.p. 2 h before
Kitling by cervical dislocation and 36 b after the (irst BrdU injection,

The times of treatinent with the two BrdU doses and with colchicine and
the dilfercntial staining in three tones permitted the selection of cel} populations
thit divided three times between the first administration of BrdU und the end
of the experiment, assuming un average generation time of 12 h (tvett and
Tice, 1992). This also allows one to predict the level of BrdU substitution in
DNA strands at the moment of ENU administeation (Figure 1).

‘The protocol permits one (o score SCEs that oceur in the first, second and
tird divisions in the cells and to infer whether or not they oceur at the same
site in snceessive divisions (Figure [).

Chemculs

BrdlU. ENU aml colehicing were oblained from Sigma Chemicals.

ENU administration

The ENU dose of 25 mg/kp was established in preliminary experiments using
the ustial twostone staining protoeol, as the dose that causes the muximum
SCE concomitant with only a mederate cytotoxic effect (data not shown).
The kitter was determined as the effect on the mitotic index and average
peneration time (vett and Tice, 1992),

Stude preporation

The animals were killed by cervical dislocation 2 h after administration of
colchicine, Both femurs were dissected and bone murow cells were obtained
by injecting o suline solution at one end of the bone. The cells obtained were
treated with o hypotonic solution, fixed as reported previously {Morales-
Ramirez ¢ al., 1990) and finally dropped onto chilled slides. The slides were
dried for at least 24 b before staining by the fluorescence plus Giemsa method
(Perry und Wolll, 1974), as slightly madified (Goto ef af., 1975).

Analvsis and statistical methends

The frequencies of SCE-1, SCE-2 and SCE-3 (Figure 1) were scored in 30
cellsZanimad, SCE-Y in chromosome descendants of the BrdU-unsubstituted
DNA strand, which have a dark stained chromatid (SCE-ID), and those of
the BrdU-low substituted DNA strand, which have a pale stained chromatid
(SCE-3P), were analyzed in the sume cells. The statlstical significance among
proups was determined with Student’s r-test and the  differsnce in SCE
Irequency between SCE-3D and SCE-3P was estublished by the puired t-test
using the Excel program far PC.

/15! DNA Synthasis low BrdU

SCE
/ 2nd DNA Synthesis high BrdU e / '
| SCE )
\ NdDNA Synthesis hlgh\rdu /
scef| |4 SeE
) :
@ [ ] ® ]
|
No SCE SCE-3 SCE-2 SCE-2,3 SCE-1

Fig. b, The TWDS protocol for chromatids is shown, ‘This figure deseribes
hiow differential BrdU incorporation in three subscquent divisions allows
onc to determine the SCE in cach of the three divisions, as well as o
establish the probubility that SCE occurs tt the same locus in the second
und third divisions duc to tenacious lesions. As shown, when SCE oceurs in
these divisions at the sume locus, exposure to the mutagen in the second
division would parudoxically cuuse an increase in SCE with the appearance
of those occurring in the first division. Continuous lines represent
unsubstitution, dashcd lines low BrlU substitution und dotted lines high
BrdU substitution, The figure shows the dark and pale chromosomes
derived from the unsubstitutcd and BrdU-substituted strands. respectively,
present after the first division,

Rationale to achieve the aims

The TWDS protweol for chromatids shown in Figure 1 makes it possible o

determine SCE in cach of the three subsequent divisions. This allowed us o

explore the following.

i, The course of SCE induction in each of the three divisions us these three
successive cell divisions progress. This was done by exposing the animals
to ENU at different times.

ii. The induction of SCE in successive divisions afler exposure (persistencc).
as well ns the probability that SCE occurs at the same locus in the second
and third divisions (tenucity). The lutter was determined in cells exposed to
ENU during the second division (as shown in Figure 1); when SCE oceurs
in the second and third divisions at the same locus, the exposure in the second
division would pardoxically cause nn increase in SCEs with the appeurance
of those oceurring in the first division,

iii. The cffect of -BrdU on SCE induction by ENU. This was done by
determining (a) the effect of cumulative incorporation of BrdU in sub-
sequent divisions and (b) the difference in sensitivity to the induction of
SCE-¢liciting lesions of the BrdU-substitwted and BrdU-unsubstituted
DNA strands. Such a difference was established by comparing the induced
frequencies of SCE-3D with those of SCE-3P.
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SCE mechanisms and DNA duplication

Results ~ g o —
Course of SCE-1, SCE-2 and SCE-3 induction as «a fiunciion byl i
of the course of successive divisions o B g
Table I shows the SCE frequency induced in three subsequent © AR
divisions by exposure 1o ENU at different times with respect e T
to administration of the first BrdU dose. The data indicate that csca &
ENU induces a significant increase in SCE-1 with respect to han g
the matching control from 3 to 12 h. At 18, 24 und 30 h, the 4] Seimn| §
frequency decreases Lo volues as low as the control values, 2
With regard to SCE-2, the frequencies are significantly higher SZE g
than the control from 3 to 24 h, with a maximum at 18 h, The HoH g
SCE-2 frequency at 30 h is similar to that of the control. The g LA F
SCE-3 frequencics are significantly higher at all times, even e 2
at 3 h, although there is a greater increase at 24 and 30 h. § —n 3
The increments in SCE induction shown in Table [ are E ﬁf]ﬁ £
plotted in Figure 2; two scales are used because the induction £ - 9o E
of SCE-1 is substantially lower than those of SCE-2 and SCE- £l© s g’.
3. It is important to point out the following: 9 h was the time o 2
of maximum SCE-1 frequency but had the minimum values = §§§ E'ru
of SCE-2 and SCE-3; 18 h was the time of maximum induction @ ~| 21 S
of SCE-2, but when the minimum SCE-1 and SCE-3 levels s ] dsd =
appeared; 30 h was the time of highest SCE-3 induction, but b 1 Hdd 2
when negligible induction of SCE-1 and SCE-2 occurred. The E S| 8E38+]| ¢
highest SCE induction in each cell division scems to correspond £ e g
lo the moment prior to DNA duplication, because afler this E s E
time, the course of DNA duplication reduces the SCE frequency E sz 3
in the current cell division. This is because there is a greater -3 8 “ow | &
probability that lesions are produced behind the duplication g A §'
fork, i.e. in the recently synthesized strands, causing a greater e = gon 5
number of SCEs in the subsequent division. Figure 3 shows bl L ==
the datn plotied as n percentage of the maximum induction, g = S
considering only SCE induced in the cell division of ENU A S ;’.
exposure. A model scheme of SCE induction in subsequent 2 Sl e =
divisions could be consuucted from the curves. The shapes of g ? ahn 3
the curves, particularly that corresponding to SCE-2, suggest g =| eoyem s
that cell division in bone marrow is continuous and that the b | Fdewn 5
durations of the G;, G, and M phases of cell division are B ——— 3
negligible. Under these circumstances, the data indicate that B - :_.35 5
SCE occurs during S phase und specilically at the replication 2 0| vnm 2
fork. The inferences obtained from the data that support the " £ i?. ;-, £
madel imply thut cell division of the cells under study lasts g Gl mnen S
9 1, instead of the 12 h inferred from the average generation £ S| neew| 2§
L : ; : ge genet =S EB
time (Ivett and Tice, 1992). This means the cell cycle in the & a8a g ?,,
present study is out of phase with respect to its theoretical 2 | dad ﬁf‘::
cousse. The synchrony is due to selection of the cell subset E 9 238 = g
under analysis by BrdU administration, arrest of the cells in 2 f ,’,' g :: ot E
metaphase with colchicine at specific times and the TWDS _é o] cicom g-E
protocol for chromatids, The results will ullow us to improve = P 3
the TWDS protocol in vive, by determining the most appro- é .3;33 E i
priate times for BrdU and colchicine treatments, thus obtaining v §lsze g -f
a much higher percentage of cells with TWDS. L' 2| hnw €3z
Persistent and tenacious SCE-inducing lesions g el 852a E‘) £
‘The data from Figure 2 interpreted in terms of the model of E - -_Z'.:
SCE induction in successive divisions indicate the following: (i) @ & E ; £z
the frequencies of SCE-1, SCE-2 and SCE-3 are preferentially 2 8 a9es E
increased by exposure during their corresponding cell division, g AR b
implying that they are caused by recently induced DNA lesions g g Zlgera § ol
of immediate expression and, as was previously mentioned, E %'5
are a result of the progress of DNA duplication; (ii) ENU did = g o 5 g
incr . . ; =|- 592 =g
not increase the frequency of SCE-1 on exposure during the E 2 B8E_ | =5

second division (18 h), indicating that this mutagen is unable
to induce ‘SCE-1 like' SCE arising from SCE produced at the
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Fig, 2. Induction of SCE-1, SCE-2 and SCE-3 by cxposure at dilferent
times during three cell divisions after the first BrdU udministration (time 0).
The data represent the incrense in SCE with respect to the current control,
derived l1om the results shown in Tohle | Two scales are used because
SCE-1 induction is substintivfly lower than SCE-2 and SCE-3.
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Fig. 3. Model of SCE induction in subscquent divisions, Thick lines
represent the actua] SCE induction in three subsequent divisions, plotted as
a percentage of the maximal induction at each cell division with respect to
time; the fine lincs represent the theoretical progress of SCE induction in
the three cell divisions. The corresponding course ol subsequent DNA
duplications und BidU incorporation are shown. Continuous lines represent
unsubstitution, dashied lines low BrdU substitution and dotted lines high
RBrdl) substitution,

same locus in the second and third divisions by a tenacious
DNA lesion (see Figure 1); (iii) ENU is capable of inducing
a similar increase in SCE-2 and SCE-3, even higher than that
of SCE-1, by exposure at diffcrent times during the first cell
cycle. This result could not be explained by the presence of
very persistent DNA lesions that are by chance expressed as
SCIE in successive cell divisions.

In order to explore the observation that ENU can produce
SCE in threc subscquent divisions after exposure, animals
were s.¢. injected with the same previously used dose of ENU,
at 3, Y or 12 h before the first BrdU administration, which
means up to nearly five cell divisions prior to the analysis.
The results in Table I show that for all times the frequencies
of SCE-1, SCE-2 and SCE-3 were significantly different from
those of their corresponding controls; they also reveal that the
increase in SCE-1 frequency was lower than that for SCE-2
and that the latter was lower than the increuse in SCE-3,
Exposure to ENU 3 and 6 h before the tirst BrdU administration

_\\_\ L *

increases SCE in the three subsequent cell divisions by very
similar proportions (1.4:2:3), while exposure 12 h before BrdU
administration increases SCE-1 {requency by 1.0 and SCE-2
and SCE-3 frequencies by ~3.0. In fact, the increuse in
SCE-3 is practically constant. This confirms that ENU is
capable of inducing SCEs for several cell divisions after
exposure in cells with unsubstituted DNA and that this induc-
tion increases in the subscquent divisions after ENU exposure.

Effect of BrdU incorporation into DNA on the induction and
persistence of SCE-eliciting lesions

The maximum induction of SCE-2 and SCE-3 is ncarly four
and five times higher than the maximum SCE-1 induction, as
shown in Table I and Figure 2. This seems to indicate
that BrdU incorporation is playing an important role in the
sensitivity of cells to SCE induction by ENU, particularly of
immediate expression lesions. Theorctically, in the course of
DNA duplication (Figure 3) at 9 h DNA would be unitilarly
BrdU substituted with low BrdU. After this time and up to
18 h, two kinds of DNA double strunds should be formed:
both would have a single strand substituted with high BrdU,
but one with a complementary unsubstituted single strand and
the other with a complementary low BrdU substituted strand.
At 30 h, threc kinds of double strands should be formed: two
simifar to those of the second division, but another with a
high BrdU bifilar substitution. Under such circumstances, the
induction of SCE seems to depend on BrdU incorporation. In
order to explain how BrdU incorporation affects SCE induction
by ENU, the relationship between BrdU incorporation and
SCE frequency per chromosome during the three cell divisions
is shown in Table I11. The incorporation of BrdU was indirectly
estimated as the number of substituted strands multiplicd by
the BrdU dose administered during substitution of these strunds.
The data at the times of maximum induction were used
assuming that at those times duplication for each cell division
had been completed. The data indicate that SCE induction is
proportional to BrdU incorporation. Figure 4 shows that the
relationship is directly proportional to dose, with r = 0.99,
The estimated SCE induction by 25 mg/kg ENU in the nbsence
of BrdU was 1.9 SCE/cell.

Table 1V and Figure 5 show the frequencies of SCE-3D and
SCE-3P, i.e. of chromosomes generated from the unsubstituted
and BrdU-substituted strands present after the first division,
respectively. Data from exposure to ENU either hefore or after
the first BrdU administration were considered. The curves for
SCE-3P seem to show a dependence on BrdU incorporation.
In the first and second divisions there is a small but significant
increase in SCE with respect to the control, except for the
value obtained at 6 h. The fact that this BrdU-subslituted
strand does not exist at these times of exposure implies that
some ENU-induced lesions in the unsubstituted DNA could
make the newly synthesized BrdU-substituted DNA strands
prone to SCE induction in subsequent divisions. Exposure
during thc second and third divisions continuously increnses
the frequency of SCE-3P.

The induction of SCE-3D was statistically significant with
respect to the controls at all times of treatment. The curve for
SCE-3D induction was much more complex. In the cell
cycle prior to incorporation of BrdU there wus an increase
proportional to time. These long-lasting lesions induced during
the first and second cycles are mainly SCE-3D; although this
was expecied, the event confirms that ENU can in fact induce
long-lasting lesions.in native DNA. After the first increase,
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Tuble IL Frequency of SCE (mean = SD) in three subsequent divisions induced by exposure (o ENU a¢ different times prior to first BrdU administration

Division Time Cci 2

-3 h (x-C1) ~6 h (x-C1) ~12 h (x-C)
7irst 202058 (l..35) 2.1 £ 03(14% 1.5 = 0.28 (0.99) 0.65 = O0.11 051 0.1t
Second 69 * 09 (1.8) 71 207 20m - 7.4 = 083 (3.2) 5.0 £ 0.26 42 %2043
Third 74 £ 0.7 (32 7.3 08 (A1) 6.4 = 088 (2.8) 4.2 * 0.68 A6 £ 05
n 6 i} . 4 6 4

All values were statistically significant with respect to their current controls by Student’s r-test, £ << 0.05. C! and C2 represent the different matching control
groups, x-C(1 ar 2) represent the increase with respeet 1o its respective malehing control,

Table T Effeet of subsequent BrdU incorporation into DNA on SCE
induction by ENU

Division RrdU incomporation SCE/cell
First 04 . 2.3
Second 4.2 8.7
Third 6.1 0.6
The 30 h exposure was used for the SCE-3 comparison,

144

/ ‘//
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d

] .
84 /

61 -

SCE /Celi

0 7 T T 7 T T Y T
0o 1 2 3 4 §5§ 6 7 8 9

BrdU Incorporation

Fip. 4. Dose-respanse curve of BrdU incorporation versus SCE/cell. The
plotted data correspond to the higher SCE induction in cach cell division,
The incorporation was indivectly estimated considering the number of
substituted strands (Figure 3) multiplied by the BrdU dose, i.c. low 0.2 and
high 2.0.
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Fig. 5. Induction of SCE-3D (W) und SCE-3P (C]) derived from the
unsubstituted and the BdU-substituted strands, respectively, at different

timnes before and after first BrdU administration (time 0).
wme .

the frequency remains constant, then falls at the time at which
the first DNA duplication occurs, according to the previously
mentioned model ol cell division; this could be explained by
a lower probability of SCE induction, resulting from a 50%
reduction in the number of unsubstituted strands per cell. SCE-
3D frequency rises again at the time at which the second DNA
duplication occurs, in the presence of the high BrdU dose.
Then the frequency of SCE-3D increases at a similar rate to
SCE-3P; this suggests that mid-lasting lesions are not depend-
ent on BrdU incorporation, perhaps because the difference in
substitution between the two kinds of strands is minor. How-
ever, at 30 h the frequency of SCE-3D is substantially higher
than that of SCE-3P. This latter behavior is not easily explained;
the fuct that SCE-3P and SCE-3D were scored in the same
cell implies that all experimental conditions were the same
and that the only ditference between the dark and the pale
chromosomes is the unsubstituled DNA strund of the durk
chromosome and the slightly substituted strand in the pale
chromosome.

Discussion

SCE-1, SCE-2 and SCE-3 induction as a function of the course
of successive cell divisions

There is evidence relating SCE production to the process of
DNA synthesis (Kato, 1974; Wolff er al., 1974) and to the
inhibition of enzymes involved in this process (Ishii and
Bender, 1980; Nishi er al,, 1982), cven suggesting that the
replication fork is the site of SCE production (Kato, 1980;
Cortés et al., 1993).

The results presented here indicate that the bone marrow
cell subset under study could be considered synchronized,
because the maximum SCE induction in each cell division
corresponds to the minimum SCE frequencies of the other
divisions and the maximum increases secem to oceur at nearly
regular periods. This synchrony is due to the fact that we
selected inetaphascs showing TWDS derived from cells which
incorporated two different BrdU doses at specific times during
three cell divisions and were in metaphase at the moment of
colchicine administration. The estimated duration of the bone
marrow cell cycle of ~9 h agrees with a previous study in rat
(Schneider ¢t af., 1977).

The fact that SCE induction by ENU decreases as DNA
duplication progresses, while the yield of SCE in the subsequent
division rises, is direct evidence that the replication fork is the
site of SCE production. This implies that the production of
SCE-inducing lesions increases behind the duplication fork ns
DNA division clapses, reducing SCE occurrence in the current
division and increasing SCE induction in the next.
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Table IV. Increase in SCR frequency (mean % SD) in third division chromasonies derived from unaubstituted (3D) and BrdU-subatituted (3P) DNA sirands

-2 -6 h ~3h 3k 6h-" Oh - s 12k A0l a0

Treated 4.0 % 0.8 A7 £ 0.0 4.2 £ 04 49 %= 0.6 4.6 = 0.6 3.8/“.'./0.8 A6 207 56 =09 835 = 0.9
Control 1.8 = 0.3 L7 £ 0.6 1.7 203 23 =05 2202 22°= 0.2 22+ 02 23205 2.1 %04
Increase 2.2 20 2.5 2.6 24 16" T a3 6.4

ir S o ’ ,
Treaed 24 2 0.2 A7 £ 0.6 3.3 204 24 %02 2.6 % 07 25 =01 29 %08 4,7+ 08 65 & 10
Control L9 £ 0.3 25 = 0.6 25 * 006 1.5 =02 2.1 £ 04 L7 *02 L7 02 1.5 £ 0.2 2305
Increase 0.5 1.2 0.8 0.9 0.5 0.8 12 32 4.2

n 4 6 6 5 5 3 4. 5 4

All values were significanily different with respect to the current controls, with the exception of the value dn italic (3P at 6 h), The difterences in SCEB
increases between dark (3D) and pale (3P) chromosomes were significant (7 < 0.05) by paired t-test, with the exception of valucs in bold.

The fact that SCE takes place at the site where there is a
lesion refutes the models of SCE induction caused by multiple
lesions (Painter, 1980; DuFrain, 1981) and supports that which
assumes that SCE occurs as a result of discreet lesions
(Comings, 1975; Kato, 1977; Shafer, 1977; Dillehay et al.,
1989; Holden et al., 1989; Morales-Ramirez ef al,, 1990),
Persistent and tenacious SCE-inducing lesions
The two-tone BrdU protocol of differential staining of sister
chromatids requires twa cell divisions and does not allow one
to detect the occurrence of SCE in euch of the divisions. In
addition, SCEs occurring at the same locus in subsequent
divisions could be cancelled, which means that they cannot
be scored becaunse the chromosome uppears as not having
i SCE (Stetka, 1979); therefore, this introduces additional
uncertainty in the interpretation. In fact, therc are several
studies in which the interpretation was based on the comparison
of SCE induction by exposure to mutagens in the first division
with that in the second division, inferring by difference SCB
induction in cach cell cycle (Ockey, 1981; Conner et al., 1984;
Kaina and Auwrich, 1985). However, the SCE obtained by
exposure of unsubstituted DNA in the first cell division
represent SCE induction during two cycles and the possibility
ol cancellation is open, while exposure in the second division
represents SCE produced during one cell division but in
unifilarly BrdU-substituted DNA. This underlines the impor-
tance of developing protocols that allow one to distinguish
SCE occurring in each of the cell divisions, such as the TWDS
method (Schvartzman and Goyanes, 1980) and others (Ishi
and Bender, 1978; Latt and Loveday, 1978; Linnainma and
Wolff, 1982).

The TWDS protocol introduces uncertainty in interpretation
when it is applicd to asynchronous, continuously dividing
cells, due to the fact that lesions produced behind the replication
fork will not cause SCE until the next cell division. This is
particularly important when a single time is used to infer the
fute of the DNA lesions involved in successive divisions
(Morales-Ramirez et al., 1990, 1992, 1995). The present study
allows us to determine the occurrence of SCE in successive
cell divisions and to relate SCE induction to progress of the
cell cycle, since most of the lesions eliciting SCE are of
immediate expression. In fact, the results presented here
indicate thut ENU does not induce ‘SCE-1 like' SCE as a
result of SCE produced in the second and third divisions at
the same locus by persistent and tenacious lesions. Under such
circumstances, an unexpected increase in ‘SCE-1’ should be
produced by a treatment during the second division. The fuct
that ENU does not cause SCE in the same locus contradicts

our earlier results obtained by exposurc to other agents. Those
results showed a slight but significant increase in *‘SCE-1 like’
SCE, although the possibility of recent lesion induction was
also considered (Morales-Ramirez et «f., 1988, 1990, 1992,
1995). However, such studies were carried out by inducing
SCE after a single mutagen treatment, at 12 h after the first
BrdU dose; we assumed that at this time the first cell division
had ended and therefore a true SCE-1 could not be induced.
Nevertheless, the present experiment indicates that at this time
there cxists the possihility of causing true SCE-1, In light of
the present study, 18 h is the most appropriate time for mutagen
exposure so that one may study the possibility that lesions are
able to cause SCE in the same locus in subsequent divisions.
The fact that there is no SCE induction at the same locus in
the second and third divisions implies that SCE-eliciting lesions
induccd by ENU do not transcend SCE occurrence. Perhaps
the lesions are repaired by virtue of SCE occurrence; in fact,
SCE have been related to post-replication repair (Cleaver et al.,
1999; Limoli er al., 2000). Another possibility is that SCE are
repaired during the interphase of the subsequent division. The
data support the view that lesions are not able to cause SCE
in several divisions, but contrast with carlier results in hamster
cells in vitro and bone marrow in vivo, in which the level of
SCE remains high throughout multiple divisions after exposure
(Latt and Loveday, 1978; Morales-Ramirez et al., 1984). This
could be explaincd by cell subpopulations having dilferent
cell cycle durations or, in the case of experiments in vivo, by
the emergence of defective stem cell division, which replaces
the cells killed.

Another explunation for this contradiction could be that the
lesions caused by psoralen plus UV and y-rays, which were
the ngents used in the previously mentioned studies, display a
behavior different from those caused by ENU. However, a
study carried out in bone marrow cells of mice, using ENU
as the mutagen, indicated that this agent is able to incrcase
SCE frequency when it was given even tour cell divisions
prior to analysis. These results are more in agreement with our
observations that mutagen treatment of cells with unsubstituted
DNA with ENU can produce SCE even up to five cell divisions
later. This implies that other agents than ENU can also generate
long-lasting incrcascs in SCE, not by persistent lesions in
DNA, but rather by another mechanism (Charles ef af., 19806).

Our duta indicate that in addition to the ENU-induced
lesions which elicit SCE immediately. i.e. during the same cell
division as mutagen exposure, ENU is capable of a constant
induction of SCE-2 and SCE-3 by cxposure in the tirst division
or even two cell cycles prior to the first division. This could
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be interpreted as ENU induction of long-lived lesions in
unsubstituted DNA, There is carlier evidence of persistent
DNA lesions induced by ENU that are related to SCE produc-
tion. Proof of such an event was obtained in unsubstituted
DNA during Gy in salivary gland cells (Gonzdlez-Beltrin and
Morales-Ramirez, 1999) and for even longer periods in murine
peripheral blood and spleen lymphocytes (Tucker et al., 1986),
as well as in bone marrow cells (Charles er al., 1986). The
aforementioned data obtained in bone marrow cells imply that
besides being persistent, ENU-induced lesions are capable of
transcending cell division. However, the data presented here
demonstrate the induction of a nearly constant frequency of
SCE in each of the three successive divisions. The fact that
the damage induced in the unsusbtituted DNA strands was
able to cause SCE cven four or five cell eyeles fater is relevant
10 the biological meaning of the SCE phenomenon. The topic
of lesions causing SCE several divisions later is interesting
because, besides its association with cancer (Marginson and
Kleihues, 1973), it has busic implications worth mentioning,.
The most important ones are that the original lesion must be
compatible with DNA duplication and that a secondary lesion
must be produced (Kainu and Aurich, 1985). A secondury
lesion capable of inducing SCE in a subsequent division could
be an attractive alternative, but there remains the problem of
how to explain the persistence or even the increase in SCE
frequency over several divisions.

With regard to this point, it was shown that agents that
inhibit DNA methylation are the only ones so fur reported that
cause an inheritable increment in SCE which remains constant
in subsequent divisions (Perticone er al., 1997; Albanesi et al.,
1999). Although the mechanism is not known, it has been
suggested that SCEs are associated with DNA demethylation
by increasing misligation, due to a decreased ability of DNA
polymerase to discriminate between the parental and newly
synthesized strands. In the case of ENU, the constant induction
of SCE in subscquent divisions could be produced by the
indirect demethyliation of DNA caused by the removal of
methylated cytosines during repair. I this process of SCE
induction can be generalized to other alkylating agents, the
fact is relevant because DNA methylation has been related to
several events, such as regulation of gene expression, cell
differentiation, aging, cte. (Holliday, 1983; Jones and Vogt,
2000). Because the analysis of SCE induction by demethylating
agents was curried out using the usual two-tone protocol, it
would be important to determine actual SCE induction during
each cell cycle and the manner in which subsequent BrdU
substitution affects this induction using the protocol employed
in the present study.

The conclusions regarding the relationship between SCE
induction and repair of DNA lesions involved in this process
in subsequent divisions are as follows: (i) SCE induction by
ENU is mainly expressed in the division in which the exposure
oceurs, indicating that lesions are repaired before the sub-
sequent division: (ii) ENU does not cavse lesions capable of
inducing SCE at the same sitc in subsequent divisions in
BrdU-substituted DNA, indicating that they are repaired as a
consequence of SCE or during the subsequent cell division:
(iii) ENU gives rise to long-lasting induction of SCE in
unsubstituted DNA, producing 4 nearly constant increuse cven
five cell divisions after exposure, an event which could not be
explained by DNA lesions, but by DNA demethylation, i.e.
caused during repair.

SCE mechanisms and DNA duplication

Effect of BrdU incorporation into DNA on the induction and
persistence of SCE-eliciting lesions

The use ol BrdU simplified and permitted accurate scoring of'
SCE, but it has introduced uncertainty regarding the eftect of
incorporating this analog on SCE induction by mutagens. The
results ol the present study, as of our carlier investigations
using the TWDS protocol, clearly indicate that BrdU incorpora-
tion into DNA increases the sensitivity of cells to SCE
induction by exposure to mutagens (Morales-Ramirez et al.,
1990, 1992, 199S5) and that there is a dircet relationship
between the number and degree of BrdU substitutions in the
strands and the frequency of SCE, BrdU incorporation plays
an important role in the sensitivity ol cells to SCE induction
by ENU, particularly in lesions of immedinte expression.
Mitomycin C and BrdU substitution have shown an additive
effect on SCE induction, yet evidence has been reported
that BrdU also sensitizes DNA to the effects of mutagens
(Schvartzman and Tice, 1982: Morgan and Wolll, 1984
sonzilez-Belridn and Morales-Ramifrez, 1999). [n contrast, an
inhibitory effect of BrdU substitution was reported for MNNG
(Popescu et al., 1980) and for MMS (Ockey, 1981). With
respect to ENU in particular, a recent report indicated that
BrdU incorporation sensitizes DNA to the induction of SCE
by ENU in salivary gland cells, however, these lesions were
efficiently repaired during G, (Gonuilez-Beltrin and Morales-
Rumirez, 1999). The mechanism of BrdU sensitization has not
been established, but it is probably related to reaction of
ENU with the additional nucleophilic site represented by the
bromine atom.

Although there seems to be a direct relationship between
SCE induction by ENU and BrdU incorporation, it was possible
to infer that ENU is able to induce SCE in the BrdU-
unsubstituted strand. This refutes the idea that BrdU is respons-
ible for all SCE induction by the agents.

The conclusions with respect to the effect of BrdU incorpora-
tion on the expression of lesions as SCE are as follows: (i)
ENU induces SCE in BrdU-unsubstituted DNA; (ii) BrdU
incorporation into DNA increases the sensitivity to SCE
induction by ENU and this seems to be directly proportional
to BrdU substitution; (iii) ENU increased SCE in BrdU-
substituted chromosomes slightly but significantly, even when
the treatment oceurred before BrdU incorporation.
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