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1. RESUMEN

En este trabajo se determind la reparacion de las lesiones inductoras de
Intercambios entre Cromatidas Hermanas (ICHs) generadas en las células de la
glandula salival de ratén, por el tratamiento con la N-Metil-N-Nitrosourea (MNU), la
N-Etil-N-Nitrosourea (ENU), el Metil metanosulfonato (MMS) y el Etil
metanosulfonato (EMS) en G1 temprana y tardia de la primera y la segunda
divisién celular, es decir antes y después de que las células incorparon 5-Bromo-2-
Desoxiuridina (BrdU) en el ADN. Se incluyeron grupos testigo no tratados con
mutageno.

Las células de la glandula salival repararon parcialmente las lesiones generadas
por la MNU, el MMS y el EMS en la 12 division, y sdlo las lesiones inducidas por la
ENU y MMS fueron reparadas parcialmente en la 22 division. La ENU generé
lesiones que no se repararon en la 12 divisién y las producidas por el EMS fueron
poco reparadas en la 22 division. Los agentes metilantes generaron mas ICHs que
los etilantes.

Se observé que la BrdU hace a la molécula del ADN mas susceptible al dafo
generado por los agentes alquilantes que inducen la formacién de los ICHs. Esta
susceptibilidad se incrementé alrededor del 150% por el tratamiento con la MNU,
la ENU y el MMS, en cambio para el EMS fue 3 veces menor. Se propone que el
atomo electronegativo de este analogo de la timina podria funcionar como un
centro nucleofilico con el cual reaccionan los compuestos electrofilicos.



2. INTRODUCCION

Los Intercambios entre Cromatidas Hermanas (ICHs) son manifestaciones
celulares de rompimientos en la doble cadena con intercambio reciproco del &cido
desoxirribonucleico (ADN) en sitios homélogos de las dos cromatidas de un
cromosoma (Meschini y col., 1996). Este evento se puede presentar en cualquier
célula eucaridtica o linea celular que se encuentre en continua division y también
en las que se pueda inducir la divisién celular. Los ICHs (figura 1) se han
observado en una gran variedad de especies eucariéticas de plantas a insectos
peces y mamiferos (Tucker y col., 1993). Las bases moleculares de formacion de
los ICHs no se conocen (Stephanou y col.,, 1996) aunque se han propuesto
algunos modelos que tratan de explicar este fenémeno (Tucker y col., 1993). Si
bien no hay argumentos que conduzcan a aceptar o rechazar un modelo en
particular, el esclarecimiento de este mecanismo ayudara a entender su
significado bioldgico.

Figura 1. Foto micrografia de una célula de glandula salival de ratén en metafase
no tratada con AA, la flecha indica un ICHs.



El ensayo de los ICHs se ha usado como un indicador sensible del dafo
ocasionado en el ADN de las células, cuando estas han sido expuestas a agentes
mutagénicos o carcinogénicos fisicos, quimicos o bioldgicos (Perry y Evans, 1975;
Nishi, y col., 1984) ver figura 2. Se cree que es un proceso recombinacional que
puede presentarse espontaneamente, o bien que se origina por lesiones en el
ADN que persisten antes del periodo de sintesis del ADN (Wolff y col., 1974; Kato,
1980) o que incluso podrian originarse en la horquilla de la replicacién (Painter,
1980) como consecuencia de errores de la replicaciéon del ADN. Se han obtenido
evidencias de que este evento es también causado por la inhibicién de la sintesis
del ADN o de las enzimas involucradas en este proceso (Rainaldi y Mariani, 1982).
Recientemente se ha propuesto que los ICHs se forman principalmente por la via
de la recombinacion homéloga (Sonoda y col., 1999; Dronkert y col., 2000; Wang y
col., 2003).

Por otro lado, no hay mucha evidencia sistematizada de que las células sean
capaces de reparar las lesiones que originan los ICHs (Lambert y col., 1984). Sin
embargo estudios recientes muestran que algunas de las lesiones que han sido
relacionadas con la formacién de los ICHs pueden ser eliminadas por los sistemas
de reparacion de las células (Pegg, 2000; Mates y col., 1996; Engelward y col.,
1998).



Figura 2. Foto micrografia de una célula de la glandula salival de ratén en

metafase tratada con AA, las flechas indican algunos ICHs.

Se ha sugerido que las lesiones en el ADN que no fueron reparadas durante G1
podrian causar ICHs en la siguiente division (Morimoto, 1983), y si ellas
trascienden el periodo de sintesis del ADN pueden causar ICHs en divisiones
sucesivas (Morales-Ramirez y col., 1984a, 1988, 1990, 1992, 1995a) a menos que
fueran reparadas durante la subsecuente G1. El estudio de la persistencia de las
lesiones en el ADN es importante porque hay evidencia de que ésta podria estar
relacionada con transformacién celular y cancer (Marginson y Kleihues, 1975).
Estas lesiones podrian ser consideradas como eventos iniciales de la interaccién
de los carcinégenos con el ADN y parecen ser un indicador de mutagénesis y
carcinogénesis (Popescu y col., 1981).

2.1 Dano al ADN

El dafo al ADN no es evitable por completo, aunque hay un numero de estrategias

de defensa que minimizan el riesgo de que estas alteraciones sean permanentes.



Estos sofisticados sistemas de proteccién han sido altamente conservados por el
proceso evolutivo (Hart y Frame, 1996).

El ADN es blanco de muchos agentes endégenos y exdgenos que lo dafan de
diferentes formas, los principales tipos de dafo ya se han revisado (Norbury y
Hickson, 2001; Lees-Miller, 2004) de los cuales se pueden citar: a) despurinizacion
hidrolitica es la pérdida de las bases puricas por incisiones en las uniones
glicosidicas, lo cual crea sitios abéasicos. Esto puede ocurrir espontdneamente
debido a las condiciones fisiolégicas de la célula, b) desaminacién hidrolitica es la
pérdida de los grupos amino de las bases, por ejemplo la citosina se transforma a
uradilo, la 5 metilcitocina y la adenina a hipoxantina; lo anterior también puede ser
debido a las condiciones fisioldgicas de la célula, c) oxidacién es la formacién de
especies de oxigenos muy reactivos como: el peroxido de hidrégeno (H2Oy), el
radical stper éxido (O,") y el radical hidroxilo (OH’); que reaccionan con el ADN y
son producto del metabolismo oxidativo.

El dafio oxidativo altera las bases formando la 7,8-dihidro-8-oxoguanina
comunmente llamada 8-oxoguanina, ésta es una lesién mas estable y frecuente en

las purinas, también es altamente mutagénica porque puede aparearse
erroneamente casi con igual eficiencia con la adenina y la citosina durante la
replicacion, produciendo transversiones GC:TA y TA:GC (Linhahl y Wood, 1999;
Slupphaug y col.,, 2003); este dano también causa rompimientos de cadena
sencillos y dobles; otra lesién que se presenta en las bases pirimidicas es la 5,6-
dihidro-5,6-dihidroxitimina también conocida como glicoles de timina, esta
alteracion bloquea la replicacién del ADN lo cual es letal para las células, d)
alquilacion, las células vivas contienen una gran variedad de moléculas reactivas
que pueden causar dafio al ADN y actian como agentes genotdxicos. La mejor
caracterizada es la S-adenosilmetionina, que es una molécula donadora de
metilos para un numero de procesos celulares de biometilacion, cuya reaccion es
similar a un débil agente alquilante (Kleibl, 2002).



En trabajos recientes se ha sugerido que el origen mas importante de la
alquilacion endégena en el ADN es la nitrosacion bacteriana de aminoéacidos y
péptidos por la via de la formacién de 6xido nitrico. También mutagénos potentes
incluyendo las nitrosaminas y compuestos relacionados, bisulfitos e hidroxil-
aminas son sintetizados por los humanos como resultado de procesos metabdlicos
normales, a menudo en cantidades muy considerables. De particular importancia
es el dafo causado por compuestos alquilantes naturales y sintéticos presentes en
alimentos, bebidas, tabaco, etcétera. Otra fuente la constituye la contaminacion
generada por las actividades humanas en la industria y/o la agricultura y por el
tratamiento de enfermedades (Kleibl, 2002).

2.2 Estrés Celular

Los agentes que danan al ADN estimulan una compleja respuesta celular que
consiste de una cascada de sefales de trasduccién y activacion de factores que
inducen la expresion de muchos genes que estan involucrados en funciones
celulares tales como: reparacion del ADN, cambios en la estructura de la
cromatina en el sitio dafiado, arresto del ciclo y muerte celular. El retraso o arresto
de las células en la transicién de las fases del ciclode G1aSode G2a M,y la
sobre regulacion de las proteinas involucradas en la reparacion, esta determinado
por los puntos de control del ciclo celular, que modulan estas actividades hasta
que el dano al ADN se ha reparado (Rouse y Jackson, 2002; Yan y col., 2004).

La célula esta constituida por una bateria de proteinas que funcionan como
sensores y que se unen preferencialmente a ciertas clases de lesiones en el ADN
como MutS, que se une a las bases erréneamente apareadas y el heterodimero
Ku que se une a rompimientos de cadena doble (Rouse y Jackson, 2002). p53 es
el regulador primario de G1 en células de humanos y de ratones que puede
prevenir el inicio de la fase S; para evitar problemas de replicacién del ADN
danado. Chkl parece ser el principal efector de G2 a M, asi como también p53,
que retrasan la transicion de las células a mitosis, preservando la oportunidad de



usar la reparacion por recombinacion y reducir la posibilidad de segregacion
erronea de pequenos fragmentos de cromosomas (Aguda, 1999; McGowan,
2003).

Después de la accion de los sensores se activa el sistema de los trasductores
(compuesto por una cascada de proteincinasas) los cuales amplifican y
diversifican las sefales que transducen a las moléculas efectoras de la respuesta
del dano al ADN (Yan y col., 2004).

Los AA monofuncionales una vez activados también inducen diversos aspectos de
estrés celular severo incluyendo: aberraciones cromosémicas, intercambios entre
cromatidas hermanas y otros efectos, que se analizaran mas adelante. Agentes
tales como: la acetoximetil-metilnitrosamina (AMMN), el nitrosometil-uretano
(NMUR), el MMS, la MNU y la N-Metil-N-Nitro-Nitrosoguanidina (MNNG) inducen
un programa especifico de expresion génica que se conoce como respuesta al
estrés celular, la cual es activada comiunmente por una variedad de factores
ambientales como agentes quimicos carcinégenos y radiacion ultravioleta. Este
programa incluye activacion de la actividad JNK/SAPK y p38 requerida para la
activacion trascripcional de los genes c-fosy c-jun para los cuales se ha propuesto
que son requeridos en la defensa celular contra agentes genotéxicos como la
radiacion ultravioleta (Wilhelm y col., 1997; Wichmann y col., 2003).

La proteincinasa mitogeno-activada (MAPKs) realiza un papel central en la
transmision de las senales inducidas por el estrés, estimulando a blancos
celulares especificos causados por los agentes genotdxicos. Los estudios indican
que se inducen dos subclases de estas cinasas p46/54 JNK/SAPKs y p38, la
proteincinasa JNK (proteincinasa Jun N-terminal), que también se conoce como
SAPK (proteincinasa estrés-activada) y otra proteincinasa reguladora de la sefal
extracelular (ERK) son los tres miembros principales de la familia MAPK. Una de
las reacciones primarias de la célula en respuesta al tratamiento con los agentes

metilantes y el estrés celular es la activacion del proto-oncogene c-jun que es
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miembro de una familia de multiproteinas que ha sido implicado con un nimero de
senales de trasduccion asociadas con: el crecimiento celular, diferenciacion,
excitacion neuronal y estrés celular. Ademéas se considera que también se

requiere para la defensa celular contra toxicidad (Wilhelm y col., 1997).

El MMS y MNNG, son potentes activadores de la actividad JNK/SAPK y p38, la
cual esta muy relacionada con que ambos compuestos tienen una afinidad muy
similar por los sitios nucleofilicos. En tanto que la ENU otro mutageno estudiado
por estos autores ataca a sitios nucleofilicos diferentes, por lo que los productos
de la alquilacion difieren de los agentes metilantes mencionados. Sin embargo la
ENU fue incapaz de activar la actividad JNK/SAPK (Wilhelm y col., 1997).

Los compuestos AMMN, NMUR y MNU estimulan la activacion de ERK, aunque
estos tres compuestos inducen la O°-MeG los resultados indican que no hay una
relacion entre los niveles de formacién de este aducto y los niveles de activacion
de MAPK (Wichmann y col., 2003).

Se ha propuesto que probablemente el MMS metila directamente las proteinas
implicadas en la sefal de trasduccion como MEKK1, PAKs, Cdc42, Rho y/o Ract,
y de esta forma las activa cambiando su conformacion (Wilhelm y col., 1997).

Las especies sobreviven y se reproducen bajo un amplio rango de condiciones
ambientales debido a su habilidad para adaptarse. Por ejemplo los cambios
adaptativos suceden cuando los organismos son expuestos cronicamente a:
acidos, privacion de alimento, calor excesivo, radiacién, dafo por estrés, ejercicio
fisico y otros mas. Aunque los estresores son muy diferentes amenazan el
potencial reproductivo de las especies, sin embargo su habilidad a normalizar
estos eventos ha proveido a algunas especies de ventajas selectivas. Aunque
también los cambios adaptativos a menudo ocurren a largo tiempo y este proceso
puede alterar el comportamiento, la reproduccion, la susceptibilidad a las
enfermedades y la vida (Hart y Frame, 1996).
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2.3 Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo es un estado en el cual las especies reactivas de oxigeno
(ROS) también conocidas como radicales libres, exceden la capacidad del sistema
de defensa antioxidante en células y tejidos causando dafio a las biomoléculas
como lipidos, proteinas y ADN (Slupphaug y col., 2003; Wilson 3rd y col., 2003).
Estas ROS tales como el peréxido de hidrégeno, super éxido y radicales hidroxilo
son productos intermediarios del metabolismo del oxigeno dentro de las células en
todos los organismos aerobios. Este proceso se realiza en mitocondria donde la
cadena respiratoria combina oxigeno y electrones generando esencialmente
ener.gfa (ATP) (Hagen y col., 1999; Wilson 3rd y col., 2003). Se han identificado
mas de 20 diferentes tipos de dano a las bases después de la exposicién al estrés
oxidativo (Slupphaug y col., 2003). Sin embargo cuando este dano es transitorio y
moderado, no es letal y los radicales pueden ser desintoxicados dentro de pocas
horas, por esto el concepto de “estrés oxidativo.” (Morel y Barouki, 1999).

El ataque oxidativo por radicales OH a las desoxirribosas permite la liberacién de
bases del ADN, generando rompimientos de cadena y sitios abasicos que
representan uno de los mayores danos causado por ROS. Sin embargo estas
alteraciones son corregidas por dos lineas de defensa que poseen las células, la
primera la constituyen las enzimas antioxidantes como: las super 6éxido
dismutasas, las glutatién peroxidasas y catalasas; asi como también moléculas
antioxidantes de bajo peso molecular como las vitaminas A y E, el &cido ascérbico
y glutatién. La segunda linea de defensa son los mecanismos de reparacion del
ADN: escision de bases (BER), por error de apareamiento (MMR), recombinacion
homdloga (HR), recombinacion no homoéloga (NHEJ), genoma global (GGR), y
transcripcién acoplada (TCR) (Slupphaug y col., 2003). Las lesiones sencillas
causadas por oxidacién de las bases son eliminadas esencialmente por el sistema
BER mediante las glicosilasas y en procesos mas complejos que involucran
lesiones que contienen oligonucleétidos son reparadas por escision de nucleétidos
(NER) (Cooke y col., 2003).
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BER es la principal ruta de remocién de lesiones del ADN endégenas que causan
distorsiones menores a la doble hélice (Lindahl T., 1993). También es requerida
para reparar tipos de dafo a las bases similar al causado por agentes
ambientales, tales como alquilaciéon de nitrosaminas y de radiacion ionizante. El
dafo de origen enddégeno incluye el causado por procesos hidroliticos, tales como
la desaminacién de la citosina, adenina y guanina; la pérdida hidrolitica de bases
(principalmente purinas), y la oxidacién (Slupphaug y col., 2003).

La apoptosis funciona como otra estrategia de las células para minimizar el dafio
(Steller, 1995). Este proceso puede ser estimulado en algunos tipos celulares
como respuesta al estrés celular, sin embargo este evento no ha sido bien
estudiado en el contexto de la toxicologia porque los bioensayos se han enfocado
tradicionalmente sobre un rango de dosis altas; donde la necrosis celular es la
medida patolégica comun (Hart y Frame, 1996). El estrés oxidativo tiene una
fuerte influencia sobre el ciclo celular en algunos tipos celulares de mamiferos, en
los que se observd que concentraciones macromoleculares de peréxido de
hidrégeno (que no inducen apoptosis) indujeron arresto temporal y alargamiento
del ciclo celular (Morel y Barouki, 1999)

La apoptosis no sélo es importante como mecanismo de defensa, sino que
también es esencial para conservar constante el nimero de células en los tejidos,
porque opera dentro del rango que es consistente con homeostasis lo cual es
benéfico (Hart y Frame, 1996).

Cuando cambian las condiciones ambientales a menudo se estimula la respuesta
de las proteinas del estrés a nivel celular e involucra la estimulacién de la
reparacion del ADN, cambios del ciclo celular, y muerte celular programada para

eliminar las células dafadas (Hart y Frame, 1996).

2.4 Agentes Alquilantes
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Los agentes alquilantes (AA) representan un grupo grande de compuestos que
difieren en sus reacciones quimicas y que causan diversos efectos biolégicos en
los organismos vivos, entre esos se incluyen: reparacion de ADN, induccién de
mutaciones, carcinogénesis, clastogénesis, muerte celular, arresto del ciclo celular
y teratogénesis (Kleibl, 2002; Margison y Santibanez-Korev, 2002). Estudios
recientes han demostrado que los agentes metilantes también pueden estimular
sefiales de trasduccion lo cual puede afectar el destino y la funcién celular
(Wilhelm y col., 1997).

Los AA son compuestos electrofilicos (deficientes en electrones) capaces de -
reaccionar con atomos ricos en electrones (sitios nucleofilicos) que se encuentran
en las moléculas biolégicamente importantes ADN, &acido ribonucleico (ARN) vy
proteinas, a las cuales se unen covalentemente (Carlson, 1990). Durante este
proceso se realiza la transferencia de los grupos alquilo de los AA, a los diferentes
sitios nucleofilicos de los &cidos nucleicos, originando con esto una variedad de
lesiones a las bases y los fosfotriésteres (Beranek, 1990), los aductos formados
son numerosos y estan ilustrados en la figura 3. Se ha sugerido que esta reaccién
de sustitucion nucleofilica es mediante la formacién de un i6n alquilcarbonio
intermediario el cual rapidamente reacciona con los sitios nucleofilicos para
producir la alquilacion (Valanis y col., 1994). Si esta reaccién sigue el primer orden
de la cinética, la velocidad de la reaccién depende sélo de la concentracion del
agente alquilante (electrofilo) y es independiente de la concentracion del sustrato,
proceso que se conoce como mecanismo Sn1, o bien, que las reacciones sigan el
segundo orden de la cinética y dependan de las concentraciones del agente
alquilante y de la nucleofilicidad del sitio con el cual reaccionan; a este proceso se
le llama mecanismo Sy2 (Hemminiki, 1983; Hemminiki y Ludlum, 1984).

Agentes como las nitrosoureas que siguen reacciones del tipo Sy1, son aptas para

sustituir los atomos de oxigeno del ADN vy esterificar los grupos fosfato de la
cadena polinucleotidica (Singer, 1976). Los agentes alquilantes que reaccionan
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por el mecanismo Sy2 tienen una alta preferencia hacia los sitios mas
nucleofilicos, tales como el N7 de la guanina (Hemminiki, 1983).

El grado de reaccion de los agentes alquilantes por uno u otro mecanismo esta
definido por la constante de Swain-Scott, que permite comparaciones de la
reactividad quimica de varios agentes alquilantes y también compara la reactividad
del agente con la reactividad del i6n hidréxido (Swain y Scott, 1953). En el
mecanismo Sy1 al incrementar la reaccion también aumenta la reactividad hacia
los 4tomos oxigeno, mientras la tendencia a reaccionar via mecanismo Sy2
disminuye. -

Los compuestos quimicos con una potencia carcinogénica alta tienen una baja
selectividad nucleofilica y por lo tanto actian a través de alquilaciones de los
atomos de oxigeno. Estos agentes como la MNU y la ENU, tienen una constante
de Swain Scott (s) baja 0.42 y 0.26, respectivamente comparada con los
metanosulfonatos como el MMS y el EMS que es de 0.83 y 0.67 respectivamente
(Beranek, 1990). Asi la proporcién O°-/N7-alquilguanina decrece si incrementa s
como los agentes MMS y EMS (Vogel y Nivard, 1994).

Al comparar la eficiencia para reaccionar con el &tomo O° de la guanina de los

agentes del tipo Sy1 como la MNU se observé que este AA fue 100 veces mas
eficiente que el MMS (Bignami y col., 2000).
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Figura 3. Principales sitios de alquilacion, tomados de Samson, (1992).

Desde el punto de vista bioldgico, la alquilacion de los &cidos nucleicos es un
proceso particularmente importante, ya que los agentes alquilantes bajo ciertas
condiciones introducen modificaciones en todos los atomos oxigeno y nitrégeno de
las bases nitrogenadas (Singer, 1976); generando una variedad de aductos entre
los cuales estén, la O%etiltimina (O? EtT) que parece ser una lesién mutagénica
responsable de transversiones A:T a T:A en un 47% (vanZeeland y col., 1995).

La O°%-alquilguanina es considerada como una de las lesiones premutagénicas
mas importantes que se originan por compuestos carcinogénicos y
quimioterapéuticos tales como: nitrosaminas, nitrosoureas y compuestos
relacionados. Esta lesion en particular, tiene una importante accién citotoxica y
participa significativamente en mutagénesis y carcinogénesis (Loveless, 1969). La
O°%-metil guanina (O°-MeG) es una lesién en el ADN menos abundante, alrededor
del 8 % de las metilaciones son causadas por este aducto (Beraneck, 1990), no

obstante lo anterior es la que causa mayor muerte celular por apoptosis (Kaina y
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col., 1993; Tominaga y col.,, 1997; Meikrantz y col.,, 1998) y también es
recombinogénica (Zhang y col., 2000).

La habilidad de la O°-MeG para aparearse con la timina en lugar de la citosina
durante la replicacion es responsable del incremento en la frecuencia de
mutaciones por transicion después del tratamiento con los AA. El apareamiento
erréneo de O°%-MeG:T en el primer ciclo de replicacién, promueve las mutaciones
por la transicion G:C a A:T en el segundo ciclo de replicacién (Loechler y col.,
1984; Kawate y col., 1998; Kaina y Christmann, 2002; Kleibl, 2002). Estas se
originan en los sitios donde se formé la O°-MeG después de dos ciclos de
repliéacién (Margison y Santibanez-Koref, 2002). Lo ultimo propicia la formacion
de lesiones secundarias que interfieren con la subsecuente ronda de replicacion,
dando lugar a rompimientos de cadena dobles, lo cual ha sido demostrado
experimentalmente en células MGMT-/MMR+ (Ochs y Kaina, 2000) estos
rompimientos preceden al evento de apoptosis.

Las mutaciones se originan cuando la ADN polimerasa encuentra la 0%-MeG,
dando lugar a un apareamiento erréneo de OP-meG:T en el primer ciclo de
replicacion, si la O®-MeG no es reparada antes de la replicacién por una proteina
metil transferasa (MGMT) origina la mutacién por la transicién G:C a A:T en el
subsecuente ciclo de replicacién. La O°-MeG genera un efecto citostatico por la
via que involucra el sistema de reparacion MMR como se muestra en la figura 4.
Este tipo de mutacion es la que predomina por el tratamiento con agentes
metilantes (Singer y Essigmann, 1991). Sin embargo la O®-MeG es capaz de
aparearse con la citosina en cuyo caso no produce mutacién (Kleibl, 2002)
Estudios previos demostraron que el apareamiento O%-MeG:C es mas estable ya
que se establecen dos puentes de hidrégeno en un alineamiento bamboleante y
en el apareamiento de O°-MeG:T las uniones de hidrégeno son mucho més
débiles y permiten el acomodo en una geometria mas consistente (Basu y
Essigmann, 1990).
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Figura 4. Ruta del dafio al ADN generado por agentes metilantes y reparacion,
tomado de Kleib, (2002).

Los efectos toxicos (que pueden afectar la viabilidad celular pero no bloquea la
replicacién) y recombinogénicos de la O®-MeG los determina la accién del sistema
de reparacién postreplicativa por error de apareamiento (Kaina y Christman,
2002).

La O*alquiltimina, es otro aducto importante que puede aparearse erréneamente
con la base guanina y propiciar la transicion A:T a G:C (Swann, 1990) lo cual
puede ocasionar mutagénesis y carcinogénesis (Saffhill y col., 1985). Sobre la
base de que esta lesion es potencialmente mutagénica y que es mas persistente
que la O°%-MeG, es posible que ésta sea biolégicamente tan significativa como la
0°%-MeG o atin mas (Encell y Loeb, 1999).

Otras lesiones biolégicamente importantes son las N-alquilpurinas que son
altamente citotdxicas y clastogénicas. Producen aberraciones cromosémicas y
eventos de recombinacion que son visiblemente expresados como ICHs lo cual ha

18



sido materia de debate por algunos anos (Kaina y col., 1993). Entre estas lesiones
se puede mencionar: la N7-metilguanina (N7-MeG), la N3 metiladenina (3-MeA) y
la 3-metilguanina (3-MeG). La N7-MeG no es una lesion directamente
premutagénica pero puede favorecer la despurinizacion espontanea a un pH
neutro, debido a que sus uniones glucosidicas son muy labiles, lo que origina
sitios apurinicos que se pueden transformar en mutaciones si trascienden la
replicacion (Margison y O Connor, 1981), por la insercion de una base equivocada
(Michaels y col., 1991). Esta lesién no interfiere con la replicacion del ADN
(Prakash y Strauss, 1970).

La 3-MeA bloquea la sintesis del ADN in vitro y en células de ratén inhibe la
replicacion del ADN in vivo (Larson y col., 1985; Engelward y col.,, 1998). La 3-
alquiladenina también es una lesién potencialmente citotoxica (Klungland y col.,
1992).

2.5 Reparacion del Dano al ADN

Se han presentado evidencias que indican que las células para enfrentar a la gran
variedad de lesiones que dafan al ADN cuentan con miultiples sistemas de
reparacion del ADN que operan con distintos mecanismos. Entre estos se pueden
mencionar: reparacion por escision de nucleétidos (NER), reparacién por escision
de bases (BER), reparacion por apareamiento erroneo (MMR) y recombinacion.
Cada uno de estos mecanismos de reparacion muestran especificidad para los
sustratos, pero también hay evidencias de que éstos cubren parcialmente el dano
generado en las células (Swanson y col., 1999). NER, BER y NER realizan la
escision de las bases danadas; el principio de estos tres mecanismos es:
reconocimiento del dafo, eliminar la regién alterada, insertar las bases nuevas
para llenar la brecha y reunion de las secciones (Friedberg, 2003).

La reparacién prereplicativa de las lesiones 0O%*-MeG, O*-metiltimina (O*-MeT) y las

alquilaciones en el atomo de nitrégeno causadas al ADN por los agentes
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alquilantes, son reparadas basicamente por el sistema BER que elimina las bases
alteradas por la accién de las ADN glicosilasas para varios tipos de dafio al ADN y
el sistema de reparacion por la proteina alquil guanina transferasa (AGT) (Kleibl,
2002).

2.5.1 Reparacion por Alquilguanina Transferasa

El sistema AGT es el mas simple y protege a las células de los efectos biolégicos
del aducto 'Os-alquilguanina, que incluyen toxicidad, mutacién, aberraciones
cromosomicas, ICHs y recombinacion generados por los AA (Margison y
Santibafez-Korev, 2002). Este mecanismo también se le conoce como O°-
metilguanina ADN metiltransferasa (MGMT). La alquilacién del ADN en la posicion
O° de la guanina es un paso importante en la formacién de mutaciones que
originan cancer, debido a la tendencia de la O°-metilguanina de aparearse con la
timina durante la replicacién (Loetchler y col., 1984). AGT realiza su funcién
removiendo los grupos alquilo de la posiciones O° de la guanina y O* de la timina,
y los transfiere a un residuo interno de la cisteina de la misma molécula, ésta
forma alduilada de la proteina es separada del ADN, y degradada por el sistema
proteosémico. La reaccidon conduce a la irreversible inactivacion de la proteina y la
restauracion de la guanina y timina en el ADN, por lo tanto esta reaccién es libre
de error (Pegg, 2000). La capacidad de reparacion de este sistema puede
depender de la cantidad de moléculas de la enzima alquiliransferasa presentes en
la célula (Kawate y col., 1998).

El nivel de actividad de las enzimas alquiltransferasas varia grandemente entre las
especies, por ejemplo el higado de ratén y de criceto tienen niveles de actividad
mas bajos que en ratas o humanos (Gerson y col., 1986). Los tejidos tienen
diferencias en el nivel de actividad AGT con relacién al contenido de ADN; el
higado de ratdn tiene la actividad mas alta, la médula ésea y el bazo la mas baja
(Gerson y col., 1986). Por la misma situacién la médula ésea elimina mas
lentamente los aductos O%-MeG (Valanis y col., 1994). Las células humanas y de
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raton tienen un solo tipo de MGMT que las protegen de los efectos mutagénicos,
tumorigénicos y citotéxicos de los agentes Sy1 (Kawate y col.,1998; Bignami y col.,
2000).

La proteina AGT remueve los grupos metilos y mas lentamente los etilos en la
posicion O° de la guanina (Pegg, 1990). Las alquiltransferasas reparan
eficientemente los aductos O°-EtG inducidos por la ENU (Liem y col., 1994), lo
cual explica la baja incidencia de transiciones G:C a A:T en células expuestas a
este agente. -

La reparacién del aducto O*-MeT es menos eficientemente que el O%-MeG. Una
posible explicacién a lo anterior es que el apareamiento entre las bases O*-MeT:A
aumenta el grado de curvatura en el ADN lo cual podria ser responsable de la
menor actividad de la MGMT sobre el O*-MeT (Encell y Loeb, 1999).

El aducto en la posicién O* de la timina es el mé&s reactivo hacia la MNU, pero la
presencia de alquilaciones en la posicién O y N-3 inhibieron el reconocimiento y
la reparacién del O*-MeT (Encell y Loeb, 1999). En otro estudio se observé que
esta lesion generada por AA etilantes contribuye a cancer. Ademds hay
certidumbre de que la alquiltransferasa de humanos puede reparar la O*MeT,
més lentamente que la 0%-MeG (Gerson y col., 1994).

~Hay datos que sugieren que las células deficientes en reparaciéon entran en
apoptosis y también indican que la lesién O%-alquilguanina estimula el arresto de
las células en la fase S del ciclo celular. Las lesiones O°-MeG que no fueron
reparadas, pueden causar directamente a las células un arresto en la fase S por
inhibicién de la replicacion del ADN o indirectamente por la activacién de un
mecanismo de control de la fase S y posteriormente sufren apoptosis (Meikrantz y
col., 1998). Las lineas celulares deficientes en la actividad metil transferasa
pueden morir por apoptosis después de un arresto en G2/S en el segundo ciclo de
proliferacién celular (Tominaga y col., 1997; Kawate y col., 1998). No obstante lo
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anterior la proteina MGMT elimina virtualmente el proceso de apoptosis, y se
demuestra con esto que la O°MeG es una de las lesiones iniciadoras de este
proceso aunque también es eficientemente reparada por la MGMT (Zak y col.,
1994).

Recientemente se ha demostrado que células deficientes en actividad MGMT son
mas sensibles a la induccién de apoptosis que las eficientes, lo cual indica que la
alquilacién induce muerte celular por apoptosis y que la O%-MeG actia como un
estimulador de esta respuesta téxica (Kaina y col., 1997; Tominaga y col., 1997,
Meikrantz y col., 1998).

2.5.2 Reparacion por Escision de Bases (BER)

El sistema de reparacion BER es el protector mas eficiente de las células de
mamiferos, elimina pequenas lesiones causadas en el ADN por AA y agentes
oxidantes, desaminacion, o pérdida espontanea de bases. Entre los aductos
principales que causan alquilacién se encuentran la N7-MeG, 3-MeA, 3-MeG. Este
sistema opera por dos subrutas: el de parche corto que reemplaza un solo
nucledtido y el de parche largo de 2 a 15 aproximadamente, ambas se inician por
la accién de una ADN glicosilasa que hidroliza las uniones N-glicosidicas
(Bernstein y col., 2002).

El primer paso de BER es el reconocimiento y remociéon del dano o de la base
incorrecta. Las ADN glicosilasas remueven las bases dafadas o modificadas por
hidrélisis de las uniones N-glicosidicas. En células de mamifero se han identificado
11 diferentes glicosilasas agrupadas en el subgrupo tipo |, que remueven las
bases modificadas dejando un sitio apurinico y las glicosilasas del tipo Il eliminan
las bases y subsecuentemente realizan una incisién en el sitio apurinico por una
actividad endégena 3'-endonucleasa, dando lugar a un rompimiento de cadenas
sencillo (Christmann y col., 2003). Una ADN polimerasa f realiza la insercién del
nucleétido tanto en el sistema de parche corto como largo.
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El paso critico en la decisién de cual de los dos sistemas realizara la actividad
BER es la remocién de 5’'dRP sobre la insercién del primer nucleétido. Ademas la
actividad de polimerizacion de la polimerasa  que ejerce una actividad AP liasa y
por lo tanto es capaz de catalizar la liberacién de 5’dRP del sitio apurinico por

eliminacién B (Christmann y col., 2003).

El sistema de parche largo escisa y reemplaza los nucleétidos por las acciones
combinadas de una ADN polimerasa & o € (aparentemente estimulados por la
polimerasa B), del antigeno nuclear de la proliferacién celular (PCNA), factor C de
la replicacién (RF-C) y una endonucleasa (FEN1) estimulada por PCNA, que
remueve la estructura colgante (5’dRP) (Norbury y Hickson 2001). El paso de
sellado lo realizan las ADN ligasas | y lll. La proteina XRRCC1 dirige
especificamente la interaccion de polimerasa § y la ADN ligasa Ill. Para BER
parche largo la brecha es probablemente sellada por la ligasa | (Norbury y
Hickson, 2001). El sistema de parche corto no requiere de PCNA o FEN1 y usa a
la polimerasa B y la ligasa lll estimuladas por XRCC1 (Slupphaug y col., 2003).

Las células deficientes en la ADN polimerasa  son hipersensibles a los AA y

responden con una alta frecuencia de apoptosis similar a la que dispara la O°-
MeG (Kaina, 2003).

2.5.3 Reparacion por Escision de Nucleotidos (NER).

El sistema de reparacién por escision de nucledtidos (NER) es quizas el mas
flexible de los sistemas de reparacién del ADN considerando la diversidad de las
lesiones sobre las que actia. Las mas significativas son los dimeros de timina
causados por la radiacion ultravioleta. Otros sustratos de NER son aductos
quimicos abultados tales como aductos de benzo (a) pireno, enlaces cruzados
intrabanda del ADN y algunas formas de dafo oxidativo. Una caracteristica comun
de estas lesiones es que causan una distorsion de la hélice de la doble cadena del

ADN asi como modificaciones en su composicién quimica (Hess y col., 1997).
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Bioguimicamente este sistema es complicado, ya que en células humanas
requiere de la accion de mas de 30 proteinas que funcionan como un gran
complejo llamado reparisoma Este proceso se realiza en varios pasos que
incluyen: reconocimiento del dafo, abrir la doble cadena del ADN alrededor de la
lesién, una incision en la cadena del ADN dafada, reparacién por sintesis de la
brecha y ligacion de la banda (Friedberg, 2003).. El fragmento removido es
aproximadamente de 30 de nucledtidos de longitud.

NER consiste de dos rutas distintas conocidas como reparacién global de genoma
(GGR) y reparacion por trascripcion-acoplada (TCR). La primera corrige el dano
en zonas transcripcionalmente silenciosas del genoma y la segunda cuando el
dano estd localizado en regiones del genoma que estan pasando por una
expresion génica activa; el dafo bloquea la elongaciéon de la ARN polimerasa.
Estas dos subrutas son fundamentalmente idénticas solo difieren en el mecanismo
de reconocimiento del sitio dafnado (Cline y Hanawalt, 2003). En el sistema GGR
el reconocimiento del dano por radiacion ultravioleta se efectia mediante el
complejo proteinico XPC/HHR23B, en tanto que TCR se auxilia con el complejo
RPA-XPA, y se supone que ocurre cuando la maquinaria de la trascripcién esta
instalada en el sitio de la agresion. Este mecanismo reconoce los enlaces
cruzados generados con el tratamiento con cisplatino. Después la ARN polimerasa
se desplaza para permitir el acceso de las proteinas de NER al sitio del dafo
(Christmann y col., 2003).

Cuando se'ha realizado el reconocimiento del sitio danado, el factor de la
trascripcion (TFIIH) es reclutado en este lugar y lo més probable es que esto se
realice por el complejo XPC-HR23B. TFIIH ampara la actividad helicasa ejercida
por la subunidad XPB y XPD lo cual es responsable del desenrollamiento del ADN
alrededor del sitio dafado. La escision de la lesiéon se realiza por una doble
incision: la 3’ es realizada por el complejo XPG y la 5’ por el complejo XPF-ERCCI.
La brecha es llenada por una polimerasa § y el sellado por una ADN ligasa |
(Christmann y col., 2003).
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2.5.4 Reparacion por Apareamiento Erréneo (MMR).

La funcion de MMR es mantener la fidelidad del genoma reparando los errores de
apareamiento generados durante la replicacion y la recombinacion. Los defectos
en este sistema pueden desestabilizar al genoma y esto predisponer a tumores
(Li, 1999).

Este sistema es mejor conocido por su papel en la reparacién postreplicativa de
los errores de la polimerizacion del ADN, realiza la remociéon de las bases
errbneamente apareadas causadas por: desaminacion espontanea e inducida,
oxidacién, metilacion y errores en la replicacion (Christmann y col., 2003). Los
principales sustratos de MMR son los apareamientos erréneos O°-MeG:T
originados por lesiones inducidas por alquilacién (Duckett y col., 1996), aductos
generados por cisplatino, aductos de benzo(a) pireno asi como 8-OxoG
(Christmann y col., 2003).

En Escherichia coli la bioquimica de MMR esta bien definida, estas actividades se
resumen en tres pasos: iniciacion, escision y resintesis. El primero, es la deteccién
del apareamiento erréneo de 0%-MeG:T, o de 0%-MeG:C por un homodimero de
MutS, seguido de la interaccién con un homodimero de MutL, que en presencia de
ATP en la cadena sencilla activa la endonucleasa MutH. Esta ultima enzima incisa
la cadena de ADN que lleva el error de la replicacion, en la secuencia GATC mas
cercana localizada hasta 1-2 Kb de distancia en el apareamiento erréneo 5' ¢ 3.
En E. coli la metilaciéon del ADN es usada como una sefal discriminatoria: MutH
identifica la nueva cadena por su pérdida transitoria de la metilacion de la adenina
en el sitio GATC (Bellacosa, 2001).

Después de la replicacion de un ADN metilado sélo las cadenas parentales
transportan los grupos metilo y es durante el periodo en el cual la cadena recién
sintetizada espera la introduccién de los grupo metilo, por esto se pueden

distinguir las dos cadenas, lo cual en E. coli incluye a la proteina MutH unida al
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sitio hemimetilado por el gene dam que codifica una metilasa cuyo blanco es una
adenina de la secuencia GATC/CTAG. El estado hemimetilado se utiliza para
distinguir el origen replicado del origen no replicado, lo anterior no se ha
observado en eucariéntes y la mayoria de bacterias (Modrich y Lahue, 1996; Marti
y col., 2002). Por estas caracteristicas MMR es definido como un sistema metilo-
dirigido, postreplicativo o MMR de parche largo. Durante el paso de escisién, en
presencia de la helicasa Il (MutU), las exonucleasas de cadena sencilla Exo |
(5'>3"), Exo X y Recd (38'<5") remueven la muesca de ADN entre la incision, el sitio
GATC hemimetilado y el error de apareamiento. La resintesis es mediante la ADN
polimerasa lll, que une la proteina a la cadena sencilla, y finalmente la ADN ligasa
sellé la melladura (Bellacosa, 2001).

El modelo anterior presenta un problema ya que si el rompimiento de cadena y el
apareamiento estan muy distantes ¢cémo los reconoce MutSo?. En otros estudios
se ha planteado que el complejo MutSa-ADP reconoce y se une al apareamiento
erréneo, esto dispara la transicion ADP— ATP que estimula la actividad ATP-asa
(Berardini y col., 2000). MutSa utiliza la energia ganada por la hidrdlisis del ATP
para traslocar a lo largo del ADN desde sitio de reconocimiento del apareamiento
erréneo al sitio responsable de la senalizacion, que es muy probable que sea el
del rompimiento de cadena sencillo (Christmann y col., 2003).La escisioén de la
cadena del ADN que contiene la base mal apareada se realiza por la exonucleasa

| y la nueva sintesis por la polimerasa 4.

En mamiferos el reconocimiento especifico de MSH2-MSH6 (MutSa) y MSH2-
MSH3 (MutSB) es muy similar al correspondiente en levaduras, el primer complejo
reconoce sustituciones de bases, y MutSB es mas especifico para inserciones y
delecciones (Palombo y col., 1995; Marti y col., 2002).

Si el apareamiento erréneo de la 0°-MeG con la T durante la replicacién no se

repara correctamente, puede procesarse por el sistema MMR lo cual estimula la
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muerte celular por un mecanismo que aun no esta bien caracterizado (Pepponi y
col., 2003).

La persistencia de O°-MeG en el ADN causa citotéxicidad en células deficientes
en MMR, y también son mas resistentes a los agentes metilantes, aunque estas
células no expresen la actividad MGMT se acumula el dafio en el ADN pero no se
estimula la muerte celular. Por esta razén a este evento se le ha denominado
"tolerancia" a la alquilacién o metilacién (Ochs y Kaina, 2000; Bellacosa, 2001). El
papel de MMR en la tolerancia a la alquilacion puede ser explicado por el
reconocimiento y unién de O%MeG y S°-MeG por hMutSa. Ademés ambas
lesiones pueden incorporar erréneamente la T durante la sintesis del ADN,
resultando 0°-MeG:T y S®-MeG:T que son més eficientemente reconocidas por
MMR, y efectivamente O°-MeG:T estimula la actividad ATPasa del heterodimero
MSH2-MSH6. (Bellacosa, 2001).

Los encuentros apuntan a la O®-MeG como la lesién critica generadora de dafio
primario en el ADN y para reparar estas alteraciones es necesaria la activacion
eficiente de los sistemas MGMT (prereplicativo) y MMR (postreplicativo) los que
determinaran el grado de muerte celular por la via de un proceso de apoptosis y
dano cromosémico (Meikrantz y col., 1998; Ochs y Kaina, 2000). El mecanismo
por el cual este sistema induce apoptosis no esta bien definido, aunque se ha
formulado una hipdtesis basada sobre observaciones con lesiones metilantes:
durante el primer ciclo de replicacién del ADN se produce el apareamiento de las
bases 0°-MeG:T o posiblemente 0°-MeG:C; estudios in vivo demostraron que
preferentemente el apareamiento se realiza con la timina (Loechler y col., 1984), lo
cual causa la transicion G:C a A:T después del segundo ciclo de replicacién. Esto
es reconocido por MutSea, un complejo de MSH2 y MSHS6; posiblemente como
parte del dafio BASC, otros componentes del sistema MMR generan entonces una
brecha grande en la cadena nueva replicada, la cual es llenada por reparacion por

sintesis otra vez se incorpora timina opuesta a la 0°-MeG (Margison y Santibafez-
Koref, 2002).
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Estos eventos ciclicos pueden ocasionar rompimientos de cadena sencillos en el
sitio donde esta la O%MeG, lo cual producird rompimiento de cadena doble
cuando se realice la replicacion. Este erroneo apareamiento causa un defectuoso,
repetitivo ciclo de MMR que puede llevar a criticas lesiones secundarias,
rompimientos de cadena dobles, los cuales pueden finalmente desencadenar
genotoxicidad y muerte celular por apoptosis (Kaina y col., 1997).

El dafio en el ADN puede ser reparado por escision de bases o de nucledtidos. Sin
embargo cuando la reparacién por escisién no es eficaz o hay demasiado dafo
para ser reparado, el genoma de las células esta en riesgo de acumular un
nimero grande de mutaciones. Bajo estas condiciones una célula puede escoger
entre el suicidio o sobrevivir con muchas mutaciones en su genoma, el sistema
MMR estimula a las células a cometer el suicidio. Esto junto con el papel de MMR
en la fidelidad de la replicaciéon y recombinacion del ADN explica porque un
sistema MMR defectuoso predispone a la célula a cancer y porque las células con
un sistema MMR deficiente son tolerantes a muchos agentes que dafan al ADN.
Por lo tanto este sistema mantiene la integridad del genoma por una dualidad de
funciones: corrige el error de apareamiento generado durante el metabolismo del
ADN e inicia la muerte celular por apoptosis cuando el dafio al ADN no puede ser
reparado (Li, 1999).

Estudios recientes indican que la resistencia adquirida a los AA de las lineas
celulares de mamiferos que son deficientes en actividad metiltransferasa Mer’,
estd asociada con la pérdida de la capacidad de reparacién por error de
apareamiento, a este fenémeno se le conoce como tolerancia a la metilacion (Kat
y col., 1993). Se ha propuesto que la acumulacién de bases alquiladas en el ADN
pu_ede provocar una reparacion por error de apareamiento frustrada, por lo tanto
conduce a muerte celular. Las células Mer expuestas a AA mueren en la segunda
vuelta de replicacion del ADN (Tominaga y col., 1997) y esto es acompanado por
un incremento de la frecuencia de ICHs (Rausouli-Nia y col., 1994).
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La proteina humana MutSa reconoce eficientemente los pares de bases O°-
MeG:C, 0°-MeG:T y O*MeT:A. (Duckett y col., 1996). El reconocimiento de O°-
MeG por MutSa induce apoptosis (Hickman y Samson, 1999) y la pérdida de MMR
confiere resistencia a los AA (Kat y col., 1993).

2.5.5 Reparacion de Rompimientos Dobles en el ADN.

El dafio espontaneo puede ser eficientemente reparado, pero si éste no se repara
antes de que la célula progrese hacia la préxima etapa del ciclo celular, la
naturaleza del dano se puede alterar y esto originara lesiones secundarias. Por
ejem.plo una ceélula que lleva en su genoma un rompimiento de cadena sencillo
(SSB) puede pasar a la fase de sintesis y esta lesion se transformara en una
lesion secundaria que seria un rompimiento de cadena doble (DSB) en las
cromatidas hermanas. Similarmente algunos tipos de bases covalentemente
modificadas arrestan la replicacion del ADN, causando huecos en las cadenas
hijas que abarca el dafo en la cadena molde. Ademas estudios en bacterias
indican que ese bloqueo en la horquilla de replicacion es activamente convertido a
DSB (Sonoda y col., 2001).

Los DSB pueden originarse por diferentes conductos que incluyen: exposicion a
radiaciones ionizantes y compuestos quimicos radio miméticos, interaccion de la
horquilla de replicaciéon con rompimientos sencillos de la cadena molde; también
endégenamente durante la replicacion o como iniciadores de un proceso
programado como recombinacién e intercambio genético. Los DSB son potentes
inductores de efectos genotéxicos (rompimientos cromosémicos e intercambios) y
muerte celular, en eucariontes superiores un DSB no reparado puede inactivar a
un gene esencial, lo cual es suficiente para inducir muerte celular por la via de
apoptosis, arresto permanente del ciclo celular, o muerte de células mitéticas
causada por pérdida de material gendémico (Christmann y col., 2003; Rothkamm y
col., 2003). Si no es reparado correctamente, puede conducir a cancer a través de
translocaciones, inversiones, o delecciones (Rothkamm y col., 2003).
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Se ha propuesto que las radiaciones ionizantes inducen delecciones en células
arrestadas en G1 o G2 y que estos eventos probablemente resultan de la
induccion directa de DSB. En contraste con otros tipos de dano, tales como (SSB),
radiacion ultravioleta o alquilacion del ADN que requieren de la replicacion para
convertir ese dafno hacia sustratos recombinogénicos. Por lo tanto la reparacion
por HR probablemente es un efecto secundario del dafio que inicialmente bloqueo
la horquilla de replicacién (Bishop y Shiestl, 2000).

Se han planteado dos rutas primarias para la reparacion de los DSB las cuales
dependen sobre la fase del ciclo en la que operan: la recombinacién homdloga
(HR) se efectia sobre la fase S tardia y G2, este mecanismo opera principalmente
en eucariéntes simples y el mecanismo unién de extremos no-homélogos (NHEJ)
que ocurre principalmente en las fases GO/G1 y predomina en mamiferos, sin
embargo es dependiente del ciclo celular (Christmann y col., 2003).

2.5.5.1 Recombinacién Homaéloga.

La recombinacion homodloga es un proceso de intercambio genético entre
secuencias de ADN que son homologas. Este proceso se ha observado de
bacterias a humanos y evidencias recientes sugieren que la recombinacion
homdloga mitética es esencial para la replicacién fiel de células de vertebrados
(Helleday, 2003).

Durante la HR, el cromosoma dafado entra en contacto fisico con una molécula
de ADN no dafada con la cual compartira secuencia homoéloga y la usara como
molde para reparar (copiar la informacion). El proceso de la recombinacién se
inicia por un acortamiento nucleolitico del DSB en la direccién 5'-3’ por el complejo
MREII-Rad50-NBSI. El extremo 3’ resultante es atado por un complejo
heptamérico formado por proteinas Rad52, el cual lo protege contra la digestion
exonucleolitica. Rad52 compite con el complejo Ku para unir los extremos del
ADN, esto puede determinar si el DSB es reparado por HR o NHEJ. Rad52
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interactia con Rad51 estimulando los intercambios de la cadena de ADN,
actividad de Rad51 (Christmann y col., 2003).

La proteina humana Rad 51 es la homdloga de la recombinasa polimerasa RecA
de E. coli que forma un filamento nucleoproteinico, éste une la cadena sencilla y
doble de ADN e interactua con la molécula de ADN no dafada. En seguida Rad51
cataliza los eventos de los intercambios de cadena con la cadena complementaria,
por los cuales la molécula danhada invade la otra molécula no danada de ADN
duplex, desplazando una cadena como un anillo en forma de D. En levaduras,
Rad54 despliega los ADN de doble cadena dependiente de la actividad de ATPasa
y usa la energia para el desenrollamiento del ADN de doble cadena, asi se
estimulan los intercambios de cadena del ADN. Estos eventos son influenciados
por los otros miembros del grupo de proteinas RADS0 y por otros factores tales
como RPA que se supone estabiliza a Rad51 mediante apareamiento del ADN por
unioén de la cadena de ADN desplazada. Después del reconocimiento del DSB e
intercambio de cadena realizado por las proteinas Rad, las estructuras resultantes
son resueltas por el intermediario de Holliday (Modesti y Kanaar, 2001; Jackson,
2002; Christmann y col., 2003).

2.5.5.2 Reparacion por Unién de Extremos no-Homélogos (NHEJ)

Este sistema une los dos extremos de un DSB y no es requisito que haya
secuencia homologa entre ellos, por lo mismo el apareamiento puede ser poco o
estar ausente. En vertebrados este mecanismo consta de las proteinas Ku70 y
Ku80 que es un complejo que une los extremos rotos, forma un heterodimero que
inicialmente se une al extremo del ADN de doble cadena para protegerlo de la
accion de la exonucleasa, después Ku se asocia con la subunidad catalitica de
ADN dependiente de la proteincinasa (ADN-PKcs) que tiene una actividad de
endonucleasa y que abre la horquilla y otras estructuras que no pueden faciimente
ser reunidas; la ADN ligasa IV que funciona de manera conjunta con la proteina
XRRCC4 realizan la ligacion. La adicién de los grupos fosfato es catalizado por la
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cinasa (PNK). Las mutaciones en cualquiera de estos componentes pueden hacer
a las células de los eucariétas mas sensibles a la radiacion. Algunos genes de
estas proteinas estan mutados en pacientes de enfermedades debidas a
deficiencias en la reparacion del ADN (Norbury y Hickson, 2001; Helleday, 2003).

La proteina Rad 54 esta involucrada en la reparacion de rompimientos dobles in
vivo (Dronkert y col., 2000).

2.6 Lesiones en el ADN que inducen ICH,.

Se ha establecido que los agentes alquilantes actian en varios sitios del ADN
generando diferentes lesiones, algunas de las cuales pudieran estar vinculadas
con la formacién de los ICHs; ya que hay evidencias de que pueden ser mas de
una las lesiones que originan este evento (Painter, 1980; Swenson y col., 1980;
Jostes Jr., 1981; Conell y Medcalf, 1982; Heflish y col., 1982; Morris y col., 1983;
Vijayalaxmi y Evans, 1984) y estas son inducidas por diferentes agentes.
Numerosos estudios sefialan a la O°-alquilguanina como la lesién principal que
origina la formacién de los ICHs (Goth-Goldstein, 1977; Carrano y col., 1979;
Swenson y col., 1980; Duncan y Evans, 1982; Wolff, 1982; Day y col., 1987; Kaina
y col., 1991). '

Por otro lado la N7-MeG también parece ser responsable de la formacién de los

ICHs inducidos por la MNU (Conell y Medcalf, 1982), y por la ENU (Jostes Jr,
1981).

La 3-MeA es probablemente otra lesion generadora de los ICHs (Swenson y col.,
1980; Conell y Medcalf, 1982; Vijayalaxmi y Evans, 1984), asi como también la 3-
etiladenina (Jostes Jr, 1981; Heflish y col., 1982). En un estudio en el cual se
utilizaron células deficientes a la enzima 3-metiladenina ADN glicosilasa, se
observé que fueron sensibles a la induccién de ICHs por el metil-lexiproxin (Me-

Lex) y MMS, los autores observaron que los ICHs inducidos por el tratamiento con
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Me-Lex fueron generados por la 3-MeA. La conclusién fue tomada sobre la base
de que el Me-Lex induce 1000 veces mas 3-MeA que 0O%-MeG (Engelward y col.,
1998).

Las etilaciones en los fosfodiésteres también son lesiones importantes en la
generacion de los ICHs (Painter, 1980; Heflish y col., 1982; Vijayalaxmi y Evans,
1984). Estas lesiones tuvieron mayor relacién con la induccién de ICHs (Morris y
col., 1983). La ENU induce una alta proporcién de etilfosfotriésteres, por lo cual se
podria especular que cause la formacion de ICHs, sin embargo hay evidencias de
que esta lesion asi como la O*-etiltimina (O*-EtT) probablemente no estan
involucradas en la generacion de los ICHs (Kaina y col., 1993).

Una fuerte evidencia a favor de la O®-MeG como lesién inductora de los ICHs fue
que cuando el gene de la proteina AGT de E. coli al expresarse en células de
mamifero, aparentemente incrementé la habilidad celular para reparar la lesién O°-
MeG, esto fue suficiente para reducir la sensibilidad celular a la induccién de ICHs
por MNNG que es un eficiente generador de O%-MeG (Samson y col., 1986).

Por otro lado, se ha intentado relacionar la efectividad que tienen la O°%-MeG y
algunas N-alquilaciones de las purinas (3-metiladenina y 3-metilguanina) para
generar diversos efectos biolégicos, con su capacidad para inducir ICHs, pero
estos estudios no han sido concluyentes (Kaina y col., 1991). Sin embargo hay
una fuerte evidencia que involucra a la 0®-MeG en mutaciones, muerte celular e
induccion de ICHs que deriva de trabajos realizados con lineas celulares
transgénicas (Kaina y col., 1991). La mayoria de los ICHs causados por el MNNG
fueron generados por la O°%-MeG y sélo alrededor del 10% por otras lesiones,
similares resultados fueron encontrados para la MNU ya que también este aducto
ocasiond la mayoria de los ICHs (Kaina y col., 1991), ademéas de que ambos
agentes inducen casi el mismo patron de alquilacion en el ADN (Beranek, 1990).
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Otra evidencia que apoya a la 0®-MeG como lesién que produce los ICHs es el
estudio realizado en células deficientes en reparacién Mer” A1235 de glioblastoma
humano, donde se demostré que se produce un intercambio por cada 42 lesiones
0°%-MeG (Rasouli-Nia y col., 1994), estos autores concluyeron que esta lesién es
muy recombinogénica. Lo que esta de acuerdo con el significado bioldégico que se
le ha asignado a los ICHs como la expresion de la reparaciéon por recombinacién
homéloga (Sonoda y col., 1999).

2.6.1 Formacion de los ICH¢

Recientemente se han acumulado evidencias con relacién a que los ICHs se
originan de rompimientos de cadena sencilla persistentes en células que no los
reparan, como son células deficientes en XRCC1 o Parp-1 las cuales mostraron
un incremento en los niveles espontaneos de ICHs (Caldecott y col., 1992;
Menissier de Murcia y col.,, 1997). Se ha reportado que los ICHs se forman
principalmente por la via de la recombinacion homéloga (Sonoda y col., 1999;
Dronkert y col., 2000; Helleday, 2003; Wang y col., 2003). También se concluye
que los genes requeridos para HR estan también involucrados en promover los
ICHs (Dronkert y col., 2000). Ademas, nunca se ha observado un ICH después de
la reparacion de un rompimiento doble producto de la HR (Helleday, 2003).

2.7 Efecto de la BrdU.

Un aspecto importante en la metodologia de los ICHs es el uso de la BrdU (5-
Bromo-2-desoxiuridina) que es un analogo sintético que sustituye a la base timina
(Figura 5). En este proceso, el pesado atomo de bromo reemplaza al grupo metilo
en la posicion 5' de la timina. Cuando se realiza la replicacién del ADN, este
andlogo puede ser incorporado en el sitio que ocupa la timina si se encuentraen el -
medio enddgeno de la célula, por lo que cada cromatida hermana de un
cromosoma contiene una cadena polinucleotidica ligera y una nueva cadena
pesada con BrdU (Wolff y Afzal, 1996).
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Figura 5. Férmula de la BrdU

La BrdU se ha empleado para la deteccion de los ICHs, ya que cuando este
compuesto se encuentra incorporado en el ADN permite la tinciéon diferencial de
las cromatidas de los cromosomas (Wolff y Perry, 1974), aunque también se ha
observado que interfiere con la induccién de los ICH; incrementando la frecuencia
de éstos, como es el caso del agente alquilante MNNG, o por agentes inhibidores
de la replicacién como la camptotecina (Popescu y col., 1980; Zhao y col., 1992), o
también reduciendo la frecuencia de éstos cuando las células se trataron con
MMS (Okey, 1981). La BrdU no es un compuesto inerte; cuando esta incorporada
en el ADN produce susceptibilidad celular a la irradiacién, aunque los mecanismos
de este efecto no han sido completamente dilucidados (Djorjervic y Szybalsky,
1960; Szybalsky, 1974). Uno de los efectos que tiene la BrdU es su capacidad
para potenciar la accién de ciertos agentes quimioterapéuticos, como también de
la radiacién (Ackland y col, 1988; Mancini y col., 1999) e incrementa la
susceptibilidad a la induccion de ICH; por agentes alquilantes (Gonzalez-Beltran y
Morales-Ramirez, 1999), aunque los mecanismos de sensibilizacién al dafo por
agentes quimicos no estan entendidos claramente (Morris, 1991).

2.8 Farmacocinética de los AA.

Estos agentes se distribuyen rapidamente en todos los tejidos y no requieren de

activacion metabdlica. Las observaciones realizadas en cuanto al tiempo de
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duracion de la vida media de las nitrosoureas reportan que es mas corta que la de
los metanosulfonatos (Swann, 1968; Swann y Magee, 1971). Las evidencias
indican que la corta vida media de algunos AA es debida a su rapida reaccion con
las moléculas nucleofilicas incluyendo al agua y por lo tanto desaparecen
rapidamente del sitio de administracion (Sanderson y Shield, 1996).

Ademas presentan vidas medias in vivo relativamente cortas de 5 a 8 minutos
para la ENU y la MNU (Charles y col., 1986), y menos de una hora para el EMS
(Murthy y col.,, 1984) o de 1.5 horas para el MMS (Swann, 1968). Estos
compuestos son estructuralmente similares, aunque difieren en sus propiedades
quimicas y patrones de alquilacion. Las nitrosoureas tienen mayor selectividad por
los atomos de oxigeno que los metanosulfonatos, la ENU reacciona mas
eficientemente con los atomos de oxigeno que la MNU y ambas funcionan
mediante el mecanismo Sy1 (Beranek, 1990). El EMS y el MMS tienen mayor
selectividad por los sitios mas nucleofilicos como el N7 de la guanina. El MMS
reacciona a través del mecanismo Sy2, en tanto que el EMS lo realiza por un
mecanismo mixto Sy1/Sn2 (Beranek, 1990; Sega, 1984).

En el presente trabajo se compara la potencia relativa para inducir ICHs por la
exposicioén aguda de cuatro compuestos alquilantes modelo, los metanosulfonatos:
MMS y EMS, y las nitrosoureas: MNU y ENU. Los cuatro son de accién directa y
se distribuyen con cierta uniformidad en el cuerpo.
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3. MARCO TEORICO
3.1 Antecedentes

La tincién diferencial de las cromatidas hermanas de un cromosoma involucra la
sustitucién de la base timina del ADN por la BrdU; las formas para administrar este
analogo son diversas. Morales-Ramirez y col. (1984b) desarrollaron un método in
vivo basado en la inyeccion intraperitoneal de BrdU adsorbida a carbén activado,
para detectar el dafo en el ADN que genera ICHs causado por mutagénos, en
células de la médula ésea, glandula salival y espermatogonia. Las lesiones
inducidas por mutagénos que no son reparadas antes de la replicacion del ADN
pueden ocasionar la producciéon de ICHs. Sin embargo la reparacion de las
lesiones relacionadas con los ICHs no ha sido ampliamente estudiada in vitro y
menos in vivo por la dificultad de obtener células sincronizadas (Gonzalez-Beltran
y Morales-Ramirez, 1999).

En un estudio previo se desarrollo un método en células sincronizadas de la
glandula salival de raton que permite establecer la reparacién del dafo durante la
fase G1 del ciclo celular, el cual estd basado en el empleo del isoproterenol que
tiene la capacidad de inducir una division celular sincrénica por . cada
administraciéon (Morales-Ramirez y col., 1995b).

3.2 Pregunta

¢, Pueden las células de la glandula salival de ratén reparar durante G1 las lesiones
inductoras de ICHs causadas por agentes metilantes y etilantes monofuncionales?

3.3 Hipétesis Alternativas
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3.3.1 Las células de la glandula salival de ratén son capaces de reparar las
lesiones causadas durante la etapa G1 del ciclo celular, inducidas por el
tratamiento con agentes alquilantes.

3.3.2 Las células de la glandula salival de ratén no son capaces de reparar las
lesiones causadas durante la etapa G1 del ciclo celular, inducidas por el
tratamiento con agentes alquilantes.

3.4 Hipétesis de trabajo

Dado que los ICHs ocurren en la etapa S del ciclo celular, las células pueden
reparar el dafio ocasionado al ADN durante G1evitando la formacion de los ICHs.
El tratamiento con AA en G1 temprana permitird a las células tener tiempo para
reparar el dafio causado en el ADN, en comparacion con las células tratadas en
G1 tardia.

3.5Justificacion

Los AA estudiados son mutdgenos y carcinégenos que dafan directamente al
ADN. Durante G1 las células pueden corregir las lesiones mediante los sistemas
de reparacion, lo cual lleva a subsanar el dafno antes de la etapa de sintesis y de
esta forma mantener la integridad genética. El estudio en sistemas in vivo la
reparacion de esas alteraciones es un tema muy importante de la investigacion
toxicoldgica. Lo anterior justifica el empleo del sistema de la glandula salival como
modelo para el estudio de las lesiones inducidas al ADN de las células, y si estas
alteraciones pueden o no ser eliminadas por los sistemas de reparacion.

3.6 OBJETIVOS

3.6.1 Objetivo Principal:
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Determinar si las lesiones capaces de inducir los ICHs son reparadas durante la
etapa G1 del ciclo celular.

3.6.2 Objetivos Particulares:

3.6.2.1 Comparar la eficiencia relativa para inducir ICHs de los agentes
alquilantes: MNU, ENU, MMS y EMS.

3.6.2.2 Determinar si las células de la glandula salival de ratén reparan
durante G1 el dafio en el ADN capaz de producir ICHs, inducido por
estos agentes alquilantes in vivo.

3.6.2.3 Determinar y comparar cual es el efecto de la incorporacién de la

BrdU al ADN en la produccion de dano por los agentes alquilantes y
la reparacion del mismo.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Protocolo.

Las células de la glandula salival de ratén (de los grupos de ratones testigo y
experimentales) se estimularon para iniciar la primera divisién celular sincrénica
inyectando intraperitonealmente (300 pg/g de peso) de isoproterenol en solucion
acuosa, la segunda division celular fue inducida a las 48 horas inyectando
localmente isoproterenol (150 ug/g de peso) en cada glandula salival ver (figura 6).
Catorce horas después de la primera estimulaciéon celular se administré
intra‘peritonealmente una solucién de BrdU-carbén activado (600 pg BrdU/g de
peso) en la primera division celular. A los grupos de ratones experimentales se les
administré una dosis aguda de los mutagenos MNU (0.05 uM/g de peso), ENU
(0.2 uM/g de peso), MMS (0.27 uM/g de peso) y EMS (1.2 uM/g de peso) 6.0
horas 6 13.5 horas (G1 temprana o tardia respectivamente) después de la primera
o la segunda estimulacién celular. Veintiocho horas después de la segunda
estimulaciéon celular se inyectd (subcutaneamente en el lomo del animal)
colchicina 3.75 mg/kg de peso, 3 horas después los ratones se sacrificaron por

dislocacién cervical. Se incluyeron sus respectivos grupos testigos no tratados con
mutégeno. |
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Isoproterenol BrdU Isoproterenol Colchicina

Testigo [ | [ [ ]
0 14 48 76 79

1a Divisién Tratados

Mutageno
G1 Temprana | | | | [ ]
0 6 14 48 76 79
Mutégeno

G1 Tardia | [ ] | I I
0 13.5 14 48 76 79

2a Division Tratados

Mutégeno
G1 Temprana | | [ ] [ ]
' 0 14 48 54 76 79
Mutdgeno

G1 Tardia [ [ [ [ | |

0 14 48 61.5 76 79

Figura 6. Protocolo experimental con los tiempos de tratamiento de los cinco
grupos de ratones: el testigo no tratado y los grupos tratados con agentes
alquilantes en la G1 temprana y tardia de la 12 y 22 division celular.

Los ratones utilizados en los experimentos fueron de la linea BALB/c de 30 g de
peso, los cuales se mantuvieron en cajas de plastico bajo condiciones controladas
de temperatura y periodos de luz y oscuridad. Estos se alimentaron con croquetas
de Purina para pequefios roedores y agua ad libitum.

4.2 Preparacion de las laminillas.

Las glandulas salivales se disectaron y se les liberaron del tejido adiposo, asi
como de los ganglios que se encuentran asociados con éstas. Posteriormente se
cortaron en pequefios fragmentos en solucion salina balanceada. Se trataron con
solucién hipotdnica (0.075 M), y con fijador (3 partes de metanol y una de acido
acético) por 15 minutos, después se mantuvieron en refrigeracién por 72 horas.
Los fragmentos de tejido se disociaron en una gota de acido acético al 60 % sobre
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la superficie de una laminilla de cristal, en la cual quedé distribuida la suspension
celular.

4.3 Tincion diferencial.

La tincién diferencial de las cromatidas hermanas se realizé utilizando el método
de fluorescencia mas Giemsa (Perry y Wolff, 1974) modificado ligeramente por
Goto y col. (1975).

4.4 Analisis estadistico.

Considerando que el método utilizado para obtener las metafases no es muy
eficiente para obtener completo el nimero de cromosomas por célula. Los ICHs se
contaron en cuando menos 1200 cromosomas por ratén, que es el equivalente a
30 células. Quince cromosomas fue el numero minimo contado por célula
(Morales-Ramirez y col., 1995b). La significancia estadistica entre los grupos se
determind con la prueba t de student, usando el programa excel para computadora
personal.
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5. RESULTADOS

5.1 Toxicidad de los compuestos

En un estudio previo las células de la glandula salival de ratén fueron estimuladas
con isoproterenol para entrar en division celular, un alto porcentaje de ellas
pasaron por sintesis como se demostré con autorradiografia (Morales-Ramirez y
col., 1984b) aunque también se presentaron variaciones en la proliferacion celular.
La estimulacién con isoproterenol también se afectdé con los tratamientos
adicionales de los mutagenos y la BrdU.

Debido a que la divisiéon celular no fue muy homogénea entre los animales
tratados con isoproterenol, los estudios de toxicidad no se realizaron en el tejido
de la glandula salival. Ademas, de lo anterior es posible que haya presencia de
otros tejidos asociados a estas glandulas, lo que puede afectar en menor grado las
estimaciones para viabilidad celular.

Para establecer las dosis de los agentes alquilantes que producen el efecto
deseado sin ser toxica para las células, se hicieron los estudios de toxicidad en las
células de la médula dsea, en cuyo caso se determinaron los indicadores de dafno:
indice mitético (IM) y tiempo de generacién promedio (TGP). Las dosis
encontradas no reportaron efectos importantes en la viabilidad celular. Por lo que
se tomaron éstas como referencia para ser empleadas en las células de la
glandula salival de ratén.

5.2 Induccion de ICHg por la exposicion a los AA en G1 temprana y tardia.

Como se muestra en la tabla 1, la induccién de los ICHg en las células de la

glandula salival de ratén por la exposiciéon aguda con los mutagenos: MNU, ENU,
MMS y EMS; fue estadisticamente significativa con respecto a sus testigos

paralelos no tratados, tanto en la etapa G1 temprana y tardia de la primera, como
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de la segunda division, es decir, antes o después de que las células incorporaron
BrdU.

Los ICH;s inducidos por el tratamiento con la MNU durante la etapa G1 tardia de la

primera divisién, fue el doble de los inducidos en la G1 temprana, esta diferencia

se dedujo cuando a las frecuencias de los grupos tratados, se rest6 la frecuencia
de los ICHg de su testigo respectivo, esta diferencia fue estadisticamente
significativa. Lo anterior indica que, hubo una eliminacion del 50% de las lesiones
inducidas e.n G1 tardia que generaron ICHg, etapa durante la cual hubo

oportunidad para que se repararan las lesiones. Hay que tener en cuenta que en
esta 12 divisién el ADN aun no esta sustituido con BrdU. En la segunda divisién, se

observé soélo una ligera diferencia entre las frecuencias de ICHg producidas en la
etapa G1 temprana y la tardia. Ademas hubo una diferencia significativa en las
frecuencias de ICHg causadas por los tratamientos en 12 y 22 division, lo cual

indica que se generaron lesiones adicionales en la 22 divisién que probablemente

fueron debidas a la incorporacién de la BrdU.

La frecuencia de los ICHs inducidos por el tratamiento con la ENU en la G1

temprana de la 12 divisién, fue alrededor de un 20% mas alta que la inducida en la

G1 tardia. Esta diferencia estadisticamente significativa indica que este AA generé
durante G1 lesiones inductoras de ICHg que fueron persistentes y que ademas se
incrementaron durante la G1 de la 12 division. En la 22 division se observé que la
frecuencia de ICH;g inducidos en la G1 tardia fue mas alta que la causada en G1

temprana y estadisticamente significativa. Lo cual indica que las lesiones
adicionales producidas por la incorporacion de la BrdU fueron reparadas.
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TABLA 1. FRECUENCIA DE ICH,/célula INDUCIDA POR
EL TRATAMIENTO CON MNU, ENU, MMS, y EMS

12 divisién 22 divisién
(Antes de BrdU) (Después de BrdU)
Testigo G1 G1 tardia G1 G1 tardia
temprana temprana
MNU
xS 41+0.6 4.910.5 5.8+0.7 6.710.1 7.1+0.6
Incremento (0.9) (1.8) (2.7) (3.1)
n 10 6 6 4 5
p: Tratado vs testigo 0.0031 0.00021 1.0 e-07 0.000127
Temp. vs tard. 0.03 0.28
Temp. vs temp. 0.00021 :
Tard. vs tard. 0.018
ENU
xtS 3.610.7| 9.156£0.9 8.17+£0.2 8.510.5 11.56+0.8
Incremento (5.5) (4.6) (4.9) (7.9)
n ¥4 10 8 5 5
p: Tratado vs testigo 1.4 e-09 1.2 e-06 6.7 e-07 3.0 e-06
Temp. vs tard. 0.04 0.000183
Temp. vs temp. 0.11
Tard. vs tard. 4.06e-04
MMS
xtS 2.91£0.5 4.7104 6.91+07 6.6+07 10.01+0.5
Incremento (1.8) (4.0) (3.7) (7.1)
n 8 7 2] 5 6
p: Tratado vs testigo 1.5 e-06 1.4 e-05 1.5 e-05 2.8 e-12
Temp. vs tard. 0.002 . 5.2 e-05
Temp. vs temp. 1.1 e-04
Tard. vs tard. 6.2 e-05
EMS
x+S 3.9+0.3| 5.1%+0.2 7.0+£0.4 6.3+0.8 7.710.4
Incremento (1.2) (3.1) (2.4) (3.8)
n 8 5 6 6 6
p: Tratado vs testigo 2.7e-0.6 7.3 e-08 0.00028 3.7 e-08
Temp. vs tard. 6.3 e-06 0.0057
Temp. vs temp. 0.0163 0.0159
Tard. vs tard.

Significancia prueba t de Student, p=probabilidad. n=nimero de animales.
Incremento = incremento con respecto al testigo.

El MMS indujo una frecuencia de ICHg en la G1 tardia muy cercana al doble de los

inducidos en la G1 temprana, tanto en la 12 como en la 22 division celular. Estas
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diferencias fueron estadisticamente significativas, lo cual indica que en ambas

divisiones hubo reparacién de las lesiones inductoras de ICHg cercana al 50%.

Por su parte el EMS generé una frecuencia de ICHg que fue 2.5 veces mas alta en
la G1 tardia que en la G1 temprana de la 12 divisién. En la 22 division se observo
una frecuencia de lesiones inductoras de ICHg en G1 temprana que fue dos tercios
de la obtenida en la G1 tardia. Estos resultados indican que durante la G1 las
células eliminaron parcialmente las lesiones inductoras de ICHg, aunque aquellas

causadas después de la incorporacion de BrdU se eliminaron menos
 eficientemente.

5.3 Eficiencia de los AA para inducir ICH; por célula.

En la tabla 2 se presentan las estimaciones de la eficiencia de los diferentes
mutagenos para inducir ICHs, la cual se reporté como la frecuencia de ICHg por
célula inducida por estos compuestos menos la frecuencia basal observada en los
grupos testigo, dividida entre la Dosis (D) de los mutagenos (Morales-Ramirez y
col., 1984b, 2001). Se consideraron los resultados obtenidos en las células
expuestas en las G1 tardias de la 12 y 22 divisién, dado que a estos tiempos de

exposicion es poco probable la reparacion de las lesiones y la induccién de ICHg
depende unicamente de la eficiencia de estos agentes para inducir lesiones
productoras de ICHs. La eficiencia de los compuestos, antes y después de
incorporar BrdU fue en orden decreciente MNU, ENU, MMS y EMS. Estos
resultados sugieren que las nitrosoureas generaron mas ICHs que los

metanosulfonatos.

En cuanto al tipo de alquilacién, parece ser que los AA metilantes también
generaron mas ICHg que los etilantes, lo mismo para las células con su ADN

sustituido con BrdU como en las que no lo esta. Las observaciones realizadas en
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la presente tesis con relacion a que el EMS fue 9 veces menos eficiente que la
ENU y 14 veces menos que la MNU.

TABLA 2 EFICIENCIA DE INDUCCION DE ICH; POR MNU, ENU,
MMS Y EMS ANTES O DESPUES DE BrdU.

Dosis (D)
(umolas | - Incremento (1) ICHs Eficiencia (E)  |Aumento
/Kgde | tratado- ICH; testigo de E %
. peso)
Antes de | Después | Antesde | Después
 BrdU | deBrdU | BrdU | de BrdU
MNU 0.05 1.8 3.1 36.0 62.0 72
ENU 0.2 4.6 7.9 22.8 39.7 74
MMS 0.27 4.0 7.1 14.8 26.3 77
EMS 1.2 3.1 3.8 2.6 3.2 23

Incremento=Frecuencia de ICH; inducidos con los AA -la frecuencia de los ICH;
de los grupos testigo.

ICH, inducidos- ICH; testigo
E=

pumolas/kg peso

En esta tabla adicionalmente se puede observar que aumentd la eficiencia de los
AA para inducir lesiones, que se expresaron como ICHg, cuando el tratamiento fue
durante la 22 division, es decir en células que tenian su ADN sustituido
unifilarmente con BrdU. En el caso de la MNU la eficiencia se incrementé el 72%,
para la ENU fue alrededor del 74% y para el MMS fue de 77%. En el caso del
EMS sdlo se observéd un incremento del 23%, probablemente este aumento en la
eficiencia fue debido a que la BrdU tuvo un efecto sensibilizador sobre la molécula
de ADN, que la hizo mas susceptible al ataque de los AA. Hay que considerar que
el nivel de sustitucion de la BrdU al parecer fue similar en todos los experimentos,
ya que la frecuencia basal de ICHs en los diferentes grupos testigos fue muy

parecida.
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5.4 Efecto de la sustitucion de BrdU en una cadena sobre la eficiencia de los
AA para inducir ICHg,

Los resultados antes mencionados sugieren que la incorporacién de la BrdU al
ADN incrementa la sensibilidad a la induccién de ICHg y que dicha incorporacion
puede alterar la susceptibilidad de reparacion de las lesiones inducidas por los
mutagenos. Sin embargo para poder establecer la magnitud del efecto, se tiene
que tomar en cuenta que no se pueden hacer inferencias directas a partir de los
datos de la induccion en la 22 divisién, como se calculd en la tabla 1, porque en
estas células s6lo una cadena estéa sustituida.

En la tabla 3 se muestran los datos de la eficiencia de la MNU, la ENU, el MMS y
el EMS para inducir ICHg por cadena de ADN, estimada mediante el calculo de la
induccién de los ICHs en una cadena no sustituida, la cual se le resta a la

induccioén en la 22 division, para determinar la induccion de los ICHs en la cadena
sustituida.

La eficiencia se estimé como la induccién de ICHg/umola y el aumento de la
Eficiencia se calculé como la Eficiencia después de BrdU menos la Eficiencia

antes de BrdU en porcentaje. El efecto de este analogo de base se puede ver al
comparar los ICHg inducidos por estos agentes cuando una de las cadenas ya

esta sustituida con la BrdU, esto se observa claramente en la dltima columna de la
tabla 3, los mutagenos: MNU, ENU y MMS produjeron un incremento en la cadena
uniflarmente sustituida de aproximadamente el 150%, en tanto que el EMS
incrementd solo el 45%. Lo anterior sugiere que este analogo hizo mas susceptible
al ADN al dano inducido por los AA incrementando las lesiones que eventualmente
se transformaron en ICHs. La evidencia anterior permite suponer que la BrdU
podria funcionar como un sitio nucleofilico adicional, el cual seria blanco de los
grupos electrofilos de los mutagenos, ocasionando con ello que la reaccion entre
la MNU, la ENU, el MMS y la BrdU fuese similar, excepto para el EMS cuya
reaccién fue menor.
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TABLA 3 EFICIENCIA DE INDUCCION DE ICH; POR MNU,
ENU, MMS Y EMS ADN SUSTITUIDO CON BrdU.
Dosis (D) Incremento
(Hmelasiiy |CH|?rgtr:drgﬁgtHozgs)tigo Eficiencia (E) EficéieeLacia
de peso) I/D (%)

*Cadena | **Cadena | Cadena |Cadena
N.S. U.S. N.S. u.s

MNU 0.05 0.9 2.2 18 44 144

ENU 0.2 2.25 5.65 11.3 28.3 150

MMS 0.27 2.0 5.1 7.4 18.9 155

EMS 1.2 1.85 2.2% 1.3 1.9 46

* Estimada como la mitad de la frecuencia en 1 divisién.

**Estimada a partir de ICH, total- ICHs en cadena no sustituida= ICH; cadena
sustituida.

N.S. No sustituida, U.S. unifilarmente sustituida.

5.5 Comparacion de la reparacion de lesiones inductoras de ICHs en 12 y 22

division.

Para el caso de la determinacién de la reparacion en cadenas sustituidas o no con
la BrdU, hay varias circunstancias que son importantes de tomarse en cuenta para
el andlisis de los resultados. Ademas de la condicién de sustituciéon con BrdU, la

que puede afectar la sensibilidad a la induccion de los ICHg, es el numero de
ciclos que pasan antes del andlisis, que puede afectar la expresién de los ICHg en
caso de que por ejemplo ocurra el fenédmeno de cancelacién. Stetka, (1979)
sefalé que si una lesion inductora de ICHg en el ADN no es reparada antes de la
fase S, su persistencia puede inducir otro ICH en el mismo locus del cromosoma
en el 50 % de los casos, lo que llevaria a una situacién de que si dos ICHs

consecutivos ocurren en un locus particular estos eventos no se observaran en la

mitad de los cromosomas de la siguiente mitosis. También se estimé la
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probabilidad de expresion de una determinada lesién como ICHg (Morales-

Ramirez y col., 1990).

Las circunstancias analizadas son importantes porque pueden afectar
directamente la frecuencia de los ICHs. La exposicion en la 12 divisién implica que

la exposicion al mutageno fue en ausencia de sustitucion con la BrdU, pero
requiere el paso de dos ciclos de division antes del analisis. Por otra parte la
exposicion en el segundo ciclo implica el paso de sélo un ciclo antes del analisis,
pero tambiéh la sustitucién unifilar del ADN con la BrdU. Con el objeto de hacer

predicciones sobre la forma en que estas variables pueden afectar las frecuencias
de los ICHg, se hace el andlisis de la frecuencia de los ICHs que se esperaria

dependiendo del numero de ciclos y de la posibilidad de que ocurra el fenémeno
de cancelacién o no y de la probabilidad de expresion de una determinada lesion

como ICHs, como se muestra en la figura 7.

También se predice la frecuencia, probabilidad y proporcion de ICHg en la 12 o la
22 division, causados por la exposicion al mutageno en el 1° 6 22 ciclo de division,
para diferentes probabilidades de expresion de los ICHg y en presencia o ausencia
del fendmeno de cancelaciéon. Suponiendo que no hubiera un efecto de la

incorporacion de la BrdU sobre la induccion de los ICHg.

Los calculos indican que la frecuencia de los ICHg inducidos por la exposicion en
primera o segunda divisién es casi igual, es decir produce una proporcién 1:1, con
la excepcion de cuando la probabilidad de expresion es 1 y se presenta el
fenémeno de cancelacién. En ese caso la induccién de los ICHg en la 22 division
es el doble que en la 12, Es decir que la frecuencia de los ICHg en la 22 divisién
s6lo es mayor que en la 12, cuando: las lesiones que se producen son 100%
persistentes y siempre dan lugar a ICHs en el mismo locus en divisiones

sucesivas. Suponiendo que éste no es el caso y por lo tanto la induccién de los
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ICHs por exposicién en el 1% acto es igual que en el segundo, a partir del andlisis
anterior se puede estimar la frecuencia de ICHg en la cadena sustituida con la

BrdU del 22 ciclo, por diferencia, basandose en la frecuencia de los ICHg inducidos

en la 12 division, es decir en las cadenas de ADN no sustituidas.
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Exposicion de ICH ICH-1:ICH-2

1 1.0 N 0.5 0.5 1.0
2 1.0 N 1.0 1.0 1:1
1 0.5 N 0.125 0.125 0.25 0.125 0.25 0.5
2 0.5 N 0.5 0.5 0.5 151
1 1.0 S 0.5 0.5 0.5
2 1.0 S 1.0 1.0 1i2
1 0.5 S 0.125 0.125 0.25 0.125 0.125 0.25 0.5
2 0.5 S 0.5 0.5 0.5 1:1




En la tabla 4 se analiz6 el efecto de la BrdU en el ADN con cadenas sustituidas y
no sustituidas con el analogo, comparando las frecuencias de los ICHg inducidos
por los mutadgenos en las G1 tardias del 1°y 2° ciclos celulares es decir antes y
después de la incorporacion de BrdU. Al final de G1, las lesiones que fueron
originadas por los agentes alquilantes, muy probablemente no tuvieron la
posibilidad de ser reparadas y por lo tanto representan la induccion real.

Con fines de comparacién y dado que la induccion en la cadena no sustituida se
estima directamente de los datos de la exposicién en 12 divisidn, los resultados se
pueden analizar més facilmente en las dos ultimas columnas de la tabla 4.

De acuerdo con este andlisis las lesiones inductoras de los ICHg producidas por la
MNU en el ADN no sustituido fueron reparadas en un 50%, en cambio ninguna de
las inducidas en la cadena sustituida con la BrdU fue reparada. En el caso de la
ENU ocurrié lo contrario, las lesiones en el ADN no sustituido no fueron reparadas,
incluso éstas se incrementaron ligeramente, posiblemente porque se formaron
nuevas lesiones a partir de las ya inducidas y las lesiones de la cadena sustituida
so6lo se repararon en un 60%.

En el caso del MMS, las lesiones en ADN sustituido como en la cadena no
sustituida fueron reparadas con una eficiencia de aproximadamente el 50%. Por
su parte el EMS causo lesiones inductoras de ICHs que se repararon en un 60%
en el ADN no sustituido y sélo en un 20% en la cadena sustituida.
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TABLA 4 DIFERENCIAS EN LA INDUCCION Y
REPARACION DURANTE G1 DE LAS LESIONES
PRODUCTORAS DE ICH, INDUCIDAS POR MNU ENU MMS
y EMS EN LAS CADENAS DEL ADN SUSTITUIDAS Y NO
SUSTITUIDAS CON BrdU

LESIONES INDUCTORAS DE ICHg / CELULA
12 Divisién 2% Divisién
ADN no Cadena* Cadena**
sustituido con Total ADN no ADN
BrdU sustituida | Sustituida
con Brdu con BrdU
; MNU
Total 1.8 3.1 0.9 2.2
***No reparadas 0.9 2.7 0.45 2.25
(%) (50) (100)
***Reparadas 0.9 0.4 0.45 0
(%) (50) (0)
ENU
Total 4.5 7.9 2.25 5.65
***No reparadas 5.5 4.9 2.75 2.15
(%) (100) (38)
***Reparadas -1 3 -0.5 3.5
(%) (0) (62)
MMS
Total 4.0 7.1 2.0 5.1
***No reparadas 1.8 3.7 0.9 ' 2.8
(%) (45) (55)
***Reparadas 2.2 3.4 1.1 2.3
(%) (55) (45)
EMS
Total 3.1 3.8 1.55 2.25
***No reparadas 1.2 2.4 0.60 1.8
(%) (39) (80)
***Reparadas 1.9 1.4 0.95 0.45
(%) (61) (20)

*Estimada como la mitad de la frecuencia en 1 divisién.

**Estimada a partir de ICH; total-ICHs en cadena no sustituida= ICH; cadena
sustituida.

***Las reparadas y no reparadas fueron calculadas a partir de los datos de la
tabla 1
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5.6 Analisis de la susceptibilidad a la induccién y reparacion de lesiones

inductoras de ICHg en las poblaciones celulares.

La susceptibilidad a la induccién de los ICHs y la reparacion de las lesiones
también se analiz6 en las poblaciones celulares, comparando las curvas de la
frecuencia acumulada de las células con respecto al numero de ICHg (figuras 8, 9,
10y 11). En la figura 8 se muestran las curvas de las frecuencias de los animales
expuestos a la MNU, se observa que hubo un incremento de células con

frecuencias de ICHg mas altas tanto en la G1 temprana como la tardia con

respecto al grupo testigo, la induccién de los ICHg fue mas alta en la 22 division y
en esta situacion la sensibilizacion del ADN por la incorporacién de BrdU tuvo un
papel importante. Los porcentajes aproximados de células de mas de 3 ICHs por
célula fueron de 55% en los dos grupos testigo antes y después de la
incorporacion de la BrdU. Para las células tratadas con este agente los
porcentajes aproximados de células con mas de 3 ICHs fue 75% en la etapa
temprana de la 1? division y de 85% en la etapa tardia. Los porcentajes
aproximados de células con mas de 3 ICH; fueron 88% en la etapa temprana de la
2% division y de 92% en la etapa tardia, se observd que hubo una diferencia
minima de células con méas de 3 ICHs.

Como se puede apreciar hubo una diferencia en el porcentaje de las células que
tuvieron mas de 3 ICHs el cual fue mayor en la 12 division que en la 22 Esto
sugiere que las células repararon mas eficientemente las lesiones inductoras de
ICHg cuando el ADN estuvo sustituido con la BrdU y que la induccién de los ICHg

fue mayor cuando el ADN estaba unifilarmente sustituido con el analogo.
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Figura 8. Curvas de la frecuencia acumulada en porcentaje de células con
respecto al nimero de ICHg por célula de la glandula salival de raton tratadas y no
con MNU.

En la figura 9 se observa un incremento de células con frecuencias de ICHg més

altas en las curvas de los animales expuestos a la ENU tanto en la G1 temprana
como la tardia, con relacion a sus testigos correspondientes. Se observé que la

induccion de ICHg fue més alta en la 22 divisién cuando el ADN estéa sustituido

unifilarmente con la BrdU, lo que apoya un efecto sensibilizador de este analogo al
ADN. Los porcentajes aproximados de células con mas de 6 ICHs fueron 11% en
el grupo testigo antes de BrdU de la 12 divisién y de 6% después de BrdU en la 2°
divisién. En la 12 division los porcentajes de células con méas de 6 ICHs fueron
75%, y 65% en la etapa temprana y en la etapa tardia, respectivamente. El
numero de células con méas de 6 ICHs en la etapa temprana fue ligeramente mayor
gue en la etapa tardia. Los porcentajes aproximados de células con méas de 6 ICHs
fueron 72% en la etapa temprana de la 2° divisién y de 92% en la etapa tardia. Lo
anterior sugiere que las lesiones inductoras de los ICHs generadas por la ENU
fueron reparadas parcialmente por las células en la 2° division. La ligera diferencia
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en el porcentaje de células con mas de 6 ICH;s en la 12 divisién, sugiere que estas
lesiones no se repararon y son persistentes.
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Figura 9. Curvas de la frecuencia acumulada en porcentaje de células con
respecto al numero de ICHg por célula de la glandula salival de ratén tratadas y no

con ENU.

En la figura 10 se puede apreciar un incremento de células con frecuencias de
ICHs mas altas tanto en la G1 temprana como la tardia de la 1% y 22 divisidn, con
respecto a sus testigos, como resultado de la expoéicién al MMS. La induccién de
ICH; fue mas alta en la 22 division cuando el ADN esta sustituido unifilarmente con
BrdU, lo que también apoya el efecto sensibilizador de este andlogo de base. Los
porcentajes aproximados de células con mas de 6 ICHs fueron 7% en el grupo
testigo para el tratamiento antes de BrdU y de 3% en el testigo para la exposicion
después de BrdU. Los porcentajes de células con mas de 6 ICHs fueron de 20%
en la etapa temprana de la 12 division y 48% en la etapa tardia. Para las células
tratadas después de la incorporacién de BrdU en la 22 divisién los porcentajes
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aproximados de células con mas de 6 ICHs fueron 42% en la etapa temprana de la
2% division y de 88% en la G1 tardia. Lo anterior sugiere que hubo una reparacién
parcial de las lesiones inductoras de ICHs inducidas por el tratamiento con el MMS
en ambas divisiones celulares.
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Figura 10. Curvas de la frecuencia acumulada en porcentaje de células con
respecto al nimero de ICHg por célula de la glandula salival de ratén tratadas y no
con MMS.

En la figura 11 se muestran los resultados obtenidos por la exposicién a EMS en la
que se observa un incremento de células con frecuencias de ICHs mas altas tanto
en la G1 temprana como la tardia de la 1* y 22 divisién, con respecto a sus
testigos. También se puede apreciar que la induccién de ICHs fue mas alta en la 22
divisién cuando el ADN esta sustituido unifilarmente con BrdU, con este mutageno
el efecto sensibilizador de la BrdU aparentemente fue menor que el encontrado
con MNU, ENU y MMS. Los porcentajes aproximados de células con méas de 6
ICH; fue de 12% en el grupo testigo antes de la incorporacién de BrdU en la 12
division y de 13% en la 2% divisién después de BrdU. Los porcentajes de células
con mas de 6 ICHs fue de 20% en la etapa temprana de la 1 division y de 45% en
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la etapa tardia. Es decir que el nimero de células con mas de 6 ICH; en la etapa
temprana es menor con respecto a la etapa tardia.

Para las células tratadas en la 2° division los porcentajes aproximados de células
con mas de 6 ICHs fue de 38% en la etapa temprana y 48% en la etapa tardia. Se
observé una mayor induccién de células con mas de 6 ICHs durante la 12 division,
con respecto a la 22 divisién. Del andlisis anterior se puede inferir que las lesiones
inductoras de ICHs generadas por el EMS fueron parcialmente reparadas en la 12
division y estas lesiones fueron més persistentes en la 22 division.
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Figura 11. Curvas de la frecuencia acumulada en porcentaje de células con
respecto al nimero de ICHs por célula de la glandula salival de ratén tratadas y no
con EMS.

El analisis efectuado en términos de las poblaciones celulares sugiere que la
respuesta de las células de la glandula salival, a los tratamientos con los
mutagenos es el resultado de un efecto generalizado y no de un efecto en
particular en algunas células. Estas evidencias estdn acordes con los analisis
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realizados por animal en las tabla 1. También confirman que la susceptibilidad al

dafo aumenta en las células que tienen su ADN unifilarmente sustituido con BrdU.
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6. DISCUSION

6.1 Eficiencia inductora de ICHs de los AA en células con ADN sustituido y
no con BrdU.

Esta bien establecido que los tratamientos que danan al ADN originan la formacién
de ICHs con diferentes eficiencias (Kaina y col.,, 1993). La eficiencia de los
compuestos para inducir una determinada respuesta celular es muy variable y
probablemente ésta dependerd de varios factores como son: sus propiedades
quimicas, su farmacocinética, y la factibilidad de la reparacion del dafo
ocasionado por estas moléculas (Escalza y col., 1992; Sanderson y Shield, 1996).
En esta tesis se analizaron dos de los aspectos mencionados anteriormente que
son: 1) la eficiencia de estos AA y 2) la reparacién del dafo ocasionado a las
células de la glandula salival.

En el siguiente analisis se examinara la efectividad de estos AA para inducir ICHs.
Se consideré a la eficiencia como un indice para evaluar la capacidad de estos

compuestos para inducir ICH¢ en las células, con relacién a la dosis empleada.

Se infiere que las nitrosoureas generaron mas ICHs que los metanosulfonatos y
que los AA metilantes también fueron mas eficientes que los etilantes. Al respecto
los estudios realizados por Nishi y col. (1984) mostraron que los AA metilantes
originaron mas ICHs que los etilantes.

En otro estudio donde se hizo una comparacién in vivo de tres tipos celulares se
observé que la eficiencia de las nitrosoureas para inducir ICHs fue mayor en las
células de la médula 6sea que en las espermatogonias y en las células de la
glandula salival de ratén. Comparando esos resultados con los reportados en esta
tesis, en ambos se observé que la MNU tuvo una mayor eficiencia para inducir
ICHs que la ENU. Aunque se observé que las células de la glandula salival y las

células de la médula 6sea son mas sensibles que las espermatogonias al dafo
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productor de ICHs inducido por la MNU y la ENU (Morales-Ramirez y col., 2001),
no obstante que la concentracion micromolar para la MNU varié poco en los tres
tipos de células; la concentracion micromolar para la ENU fue la misma. En una
revision realizada por Shibuya y Morimoto, (1993) se mencioné que la ENU es
menos reactiva con el ADN que la MNU, esta evidencia puede apoyar los
resultados de esta tesis donde se infiere que la MNU es el agente que tiene mayor
reactividad con el ADN.

En un estudio realizado por Nishi y col. (1984) en células V79 de criceto chino se
observé induccion de ICHs y mutaciones en el locus hipoxantina guanina
fosforribosil transferasa con diferentes agentes quimicos vy fisicos, también se noté
que la MNU fue el agente inductor de ICHs més potente de los compuestos N-
nitroso seguido por la ENU. Posiblemente esto se debe a que la mayoria de las
lesiones inductoras de estos intercambios son debidas a la OfMeG, como
también fue propuesto por Kaina y col. (1991), y por otro lado también la MNU
origind una proporcion mas alta de lesiones en el N7 de la guanina que la ENU
(Beranek, 1990), la N7-MeG esta relacionada con la formacién de los ICHs
generados por la MNU de acuerdo con Conell y Medcalf, (1982).

En nuestros resultados encontramos que la MNU tiene una mayor eficiencia
inductora de ICHs y esto puede estar basado en que produce mas alquilaciones
en el O6 de la guanina ademas de que este aducto esta relacionado con la
produccién de lesiones secundarias (Kaina y Christmann, 2002). Los aductos
originados por este mutageno son de distribucion relativamente uniforme en los
diferentes tejidos (Valanis y col., 1994).

En estudios realizados in vivo se observé que la sensibilidad de las células de la
médula 6sea al MMS fue mayor que al EMS (Morales-Ramirez y col., 1984b),
aunque la concentracion del MMS utilizada por ellos fue mas alta que la que se

usé en el presente estudio y la concentracion del EMS fue la misma en ambos
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trabajos, sin embargo la eficiencia para inducir ICHs fue mas alta en las células de
la médula 6sea que en las células de la glandula salival.

También en el estudio realizado por Nishi y col. (1984) se observé que el MMS fue
el méas potente inductor de ICHs de los metanosulfonatos seguido por el EMS. Se
ha reportado que ambos agentes inducen la lesién 3-alquiladenina (Swenson vy
col., 1980; Heflish y col., 1982) estos autores sugirieron que esta lesién originé la
formacién de los ICHs. Por otro lado otro factor que puede influir en la mayor
eficiencia del MMS para inducir ICHs es el que esta relacionado con la mayor
produccién de la 3-MeA tres veces mas que el EMS (Beranek, 1990).

Como se puede observar en la tabla 2 al comparar la eficiencia entre los agentes
metilantes, la de la MNU fue mayor que la del MMS. En otro estudio se comparé la
induccion de ICHg en linfocitos de bazo de ratén, con la misma concentracion de
MNU y MMS, la frecuencia encontrada fue mas alta con la MNU que con el MMS
(Neft y Conner, 1989). Estos resultados estan acorde con los resultados
presentados en esta tesis. Un factor que puede determinar la mayor eficiencia
para inducir lesiones generadoras de |ICHs, de la MNU sobre el MMS puede ser
debido a que este AA causa una baja o imperceptible cantidad de O6-MeG
(Swenson y col., 1980; Beranek, 1990), como ya se menciond, ésta es una lesién
importante en la generacién de los ICHs y por otro lado origina un bajo porcentaje
de alquilaciones en los fosfotriésteres (Beranek, 1990). Lo anterior sugiere que
posiblemente son otras las lesiones involucradas en la formacién de los ICH,
inducidos por el MMS, lo cual concuerda con lo planteado por Morris y col. (1983),
y por Day lll y col. (1987).

Por lo que se refiere a la mayor eficiencia inductora de ICHs de la ENU sobre el
EMS, nuestras observaciones contrastan con otros reportes. En linfocitos de
sangre periférica de humanos se evidencié que el EMS fue un inductor de ICHs
mas eficiente que la ENU (Vijayalaxmi y Evans, 1984), y en otro estudio en
células CHO también el EMS fue mas potente que la ENU (Duncan y Evans, 1982;
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Heflish y col., 1982). EI EMS generd un bajo porcentaje de alquilaciones en la
posicion O6 de la guanina y no origind aductos en las posiciones 02, O4 de la
timina y poca cantidad de fosfotriésteres 12%, contra 56% que originé la ENU
(Beranek, 1990). Este dltimo mutageno causé un menor porcentaje de
alquilaciones en la posicion N7 de la guanina (Beranek, 1990).

La 3-etiladenina inducida por los mutagenos EMS y ENU se relacioné con la
formacion de los ICHg (Heflishy col., 1982). Lo anterior puede explicar su mayor

participacion en la generacién de los ICHs inducidos por metanosulfonatos
(Morris.y col., 1983).

Algunos estudios han reportado que los AA producen alquilaciones en varios sitios
de la molécula del ADN y que estas se pueden transformar en lesiones inductoras
de ICHs (Swenson y col., 1980; Jostes Jr., 1981; Heflish y col., 1982; Morris y col.,
1983; Kaina y col.,, 1991) y aunque hay evidencias que sefalan que los ICH;s
inducidos por la MNU son debidos a la lesién O6-alquilguanina (Kaina y col., 1991)
para otros mutagenos como MMS, EMS y ENU pueden ser otras las lesiones
generadoras de este evento.

Es evidente que las nitrosoureas fueron mas eficientes que los metanosulfonatos
para generar lesiones inductoras de ICHs, hecho derivado principalmente de las
alquilaciones en el O6 de la guanina y aunque los metanosulfonatos producen
muy poca cantidad de esta ultima lesién, generan otro tipo de lesiones que estan
ligadas con la formacién de los ICHs (Glaab y col.,, 1999). Para fines de
comparacion, las evidencias son claras en el sentido de que las nitrosoureas
fueron mas eficientes que los metanosulfonatos para inducir lesiones generadoras
de ICHs y que los agentes metilantes también fueron mas inductores de estos
eventos que los etilantes (tabla 2). El EMS gener¢ la eficiencia méas baja como
inductor de ICHs y con relacién a la dosis empleada que fue la mas alta de los
compuestos estudiados, lo anterior se relaciona con la observacién de Frei y col.
(1978) los cuales sugirieron que este AA, tiene la reactividad con el ADN mas baja
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que la MNU y la ENU. Los autores argumentaron que lo anterior se puede explicar
por: 1) que la velocidad de la reaccion del EMS es mas baja que las nitrosoureas y
2) eliminacion de los grupos etilos del EMS por una detoxificacion enzimatica por
las enzimas glutation transferasas.

6.2 Efecto de la incorporacion de BrdU en el ADN, sobre las lesiones
inductoras de ICH;,

Aungue la BrdU produce efectos adversos en las células (Morris, 1991) también
ha sido empleada como base analoga de la timina, para la diferenciacion de las -
crométidas junto con el Hoechst para el andlisis de los ICHs (Latt, 1973). Sin
embargo se ha reportado que la frecuencia de los ICHs es proporcional a la
incorporacién de la BrdU (Escalza y col.,, 1985; Rodriguez-Reyes y Morales-
Ramirez, 2003). También se observé que interfirié con la induccion de los ICHs
incrementando la frecuencia de éstos, cuando el tratamiento con el agente
alquilante MNNG fue antes de la incorporacion del analogo (Popescu y col., 1980),
o también reduciendo su frecuencia cuando las células se trataron con MMS o
cuando las células se incubaron con la BrdU antes del tratamiento con MNNG
(Okey, 1981; Popescu y col., 1980). La explicacion dada a esta observacion fue
que cuando este anélogo esta incorporado en el ADN, puede reducir el numero de
sitios de unién (timina o citocina) o sea que altera la estructura del ADN en tal
forma que se reduce la formacion de los aductos.

Hay evidencias que indican que la induccién de ICHs fue més alta cuando la banda
progenitora de ADN esta sustituida con BrdU (Albanesi y col., 1999). Cuando este
analogo se encuentra en el ADN produce susceptibilidad celular a la irradiacion e
incrementa la susceptibilidad a la induccion de ICH; por agentes alquilantes.

Se ha reportado que ciertos agentes quimicos interaccionan sinérgicamente con la

BrdU y producen frecuencias de ICHs méas elevadas que las esperadas (Stetka y
Carrano, 1977; Speit y col., 1980). Esto puede ser debido a que también la BrdU
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es mutagénica. Nuestras observaciones sugieren que este analogo de base
aumenta las frecuencias de los ICHs de los cuatro AA, cuando las células han
sustituido unifilarmente su ADN con BrdU. El posible mecanismo por cual se

incrementaron las lesiones inductoras de los ICHs se analizara mas adelante.

Cuando el ADN esta unifilarmente sustituido con la BrdU favorece que esta
molécula, sea mas sensible al dafo originado por los mutagenos. Este fendmeno
conlleva a que la eficiencia de estos agentes revisado en la seccién 6.1 para
inducir dano aumente.

Con respecto al efecto que puede tener la BrdU sobre la eficiencia inductora de
ICHs de los mutagenos: MNU, ENU, y MMS los resultados son consistentes, no
asi para el EMS cuya eficiencia fue mas baja (Tabla 3). En el estudio realizado por
Morales-Ramirez y col. (2001) en donde compararon la eficiencia inductora de
ICHs de las nitrosoureas, se observé mayor eficiencia de la MNU sobre la ENU y
aparentemente mayor sensibilidad de las células de la médula 6sea sobre las de
la glandula salival y espermatogonias. Con respecto a lo anterior hay que
considerar que las células de la glandula salival tenian su ADN unifilarmente
sustituido y que las células de la médula 6sea y espermatogonia bifilarmente
sustituido.

Por lo anterior se puede decir que el incremento en la eficiencia de estos
mutédgenos para inducir lesiones generadoras de ICHs puede resultar de la
reaccion de la BrdU con el ADN. Consecuentemente se pueden originar mas sitios
nucleofilicos a los cuales se unan los grupos electrofilicos de los AA. En los datos
reportados por Morales-Ramirez y col. (2001) se observaron diferencias en la
eficiencia inductora de ICHs de las nitrosoureas, la cual aumenté después de la
incorporacion de BrdU en el ADN de las células de la glandula salival y médula
osea, con respecto a la eficiencia de estos AA en células que aun no habian
incorporado el analogo.
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Un aspecto importante que no se ha revisado es comparar la eficiencia de los AA
antes y después de la incorporacion de la BrdU. El anélisis realizado en la ultima
columna de la tabla 3 muestra que esta eficiencia aumenta considerablemente en
la cadena unifilarmente sustituida con el andlogo, este hecho resulta por demas
interesante y aunque el posible mecanismo por el cual esto se realiza aun no esta
claro, aunque se han propuesto algunas evidencias para tratar de entender su
significado.

Hay certidumbre de que la exposicion simultanea de la BrdU y del agente
mutagénico da lugar a un incremento en la frecuencia de los ICH;s lo cual no es
indicador de la genotoxicidad del agente empleado (Djorjervic y Szybalsky, 1960;
Bruggeman y van der Hoeven, 1984; Van der Hoeven y col.,, 1984). Como se
menciono en la introduccién se sabe que la BrdU se incorpora al ADN en el lugar
de la timina, lo cual puede ocurrir no sélo en la forma ceto usual sino también en la
forma tautomérica enol formando uniones de hidrégeno con la guanina en lugar de
la adenina, que es el par normal de la timina (Anisimov, 1994). Sin embargo este
analogo tiene propiedades de apareamiento que son ambiguas y esto conduce a
que se originen diferentes efectos biolégicos algunos de ellos ya han sido
estudiados y otros aun no, como es el caso del incremento de la sensibilidad del
ADN al dafo inducido por compuestos quimicos (Anisimov, 1994; Gonzalez-
Beltran y Morales-Ramirez, 1999, 2003).

La hipétesis que se plantea aqui es que el atomo electronegativo de Bromo seria
un sitio de reaccion para los AA que son compuestos electrofilicos. Lo anterior
contrasta con la propuesta de Popescu y col. (1980) quienes sugirieron que la
BrdU puede reducir el numero de sitios en el ADN con los cuales reaccionan los
aductos generados por el MNNG. Esta hipétesis puede estar mejor sustentada con
los argumentos planteados por Mancini y col. (1999) con relacién al aumento en la
reactividad de la posicién de ciertos aductos, la cual es modificada por la vecindad
con algunas bases. El atomo electronegativo de bromo que se ubica en la posicién

5 de la timina puede cambiar la distribucién local electronica, creando sitios mas
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favorables de alquilacion sobre la guanina en secuencias adyacentes con
bromouracilo. La misma razén puede ser aplicada para incluir al bromouracilo
como un sitio de alquilacién.

Hay sitios de alquilacién que son producidos por los AA en menor proporcion con
relaciéon a otros aductos (Beraneck, 1990). Desde el punto de vista de Mancini y
col. (1999) ciertos sitios sobre el bromouracilo que incluyen a la posicién O* de la
timina, pueden ser mas susceptibles al ataque electrofilico debido a la
electronegatividad del atomo de bromo. La posicién N7 de la guanina puede ser
ligeramente mas reactiva en aquellas secuencias que contienen BrdU por lo cual
resultaria méas dafio al ADN sin que necesariamente se incremente el nivel de
aductos. Cualquier base préxima que aumente la electronegatividad en el N7 de la
guanina ocasionara que este sitio sea mas susceptible al ataque nucleofilico. Se
ha demostrado que bases vecinas a la guanina y timina decrecen la formacién del
aducto en la posicién N7 de la guanina (Hartley y col., 1986; Briscoe y Duarte,
1988; Briscoe y col., 1990).

Con relacién al efecto sensibilizador de la BrdU sobre el ADN, éste se puede
inferir del incremento de los ICHs en la cadena sustituida con el anélogo por los
tratamientos con la MNU, la ENU, y el MMS. Aunque el incremento que se
observé con el EMS fue menor que los otros AA se puede decir que,
probablemente se debe al mecanismo SNy/SN, con el que funciona este
mutageno. Lo anterior esta sustentado en las observaciones realizadas cuando el
ADN estuvo unifilarmente sustituido con la BrdU, esta situacion pudo propiciar la
formacion de lesiones inductoras de ICHs adiciénales generadas por la MNU, la
ENU y el MMS lo que implicé que incrementara su eficiencia inductora de ICHs
alrededor del 150%, debido a que la molécula de ADN quedé sensibilizada por la
BrdU y fue més susceptible para que se generaran lesiones que se transformaron
en ICHs. De lo anterior se puede inferir que hubo sustitucién de timina por BrdU.
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Con relacién a la menor reactividad del EMS (Frei y col., 1978) consideramos que
esta es una de las causas por las que este AA fue el inductor de ICHs menos
eficiente de los compuestos estudiados en esta tesis.

El presente protocolo permite examinar en cual de los ciclos se originaron los
ICHs, ya que cuando el tratamiento con los mutégenos fue antes de BrdU en el 1*
ciclo habilité la posibilidad de que se efectuara algun tipo de reparacién, en
ausencia del analogo y muy posiblemente se descarté alguna interaccion de este
con los mutédgenos. Por otro lado, cuando el tratamiento fue en el 2° ciclo cuando
el ADN estaba sustituido unifilarmente con la BrdU, probablemente el atomo de
bromo del bromouracilo ya ubicado en la molécula modificada de ADN, originé

cierto tipo de dafno que aun se incrementé por el efecto del mutageno.

En otro estudio se analizé el efecto de la sustitucion de la BrdU; cuando se dio un
pretratamiento con BrdU a células V79 de criceto chino se observé una sustitucion
de la timina del 16% con lo que se acrecentd la citotoxicidad de los agentes
quimioterapéuticos probados (Russo y col., 1986). Seria importante correlacionar
el nivel de sustitucién de la timina por la BrdU en el ADN y la induccién de ICHs, ya
que como se reportd (Escalza y col., 1985; Rodriguez-Reyes y Morales-Ramirez,
2003) esta induccién fue proporcional a la incorporacién del analogo.

Sin embargo en otro estudio no se encontré una relacién directa entre el- nivel de
sustitucion de BrdU en el ADN y la induccién de ICHs, durante el andlisis de tres
ciclos consecutivos (Pifiero y Cortés, 1993). Cuando la BrdU esta presente en
altas cantidades en la banda progenitora, potencia la ocurrencia de los ICHs
(Escalza, y col., 1985).

El efecto de la BrdU sobre la induccién de ICHs probablemente no es en forma
circunstancial; debido a que si se redujeran sustancialmente los sitios de
alquilacion como lo propuso Popescu y col. (1980), de darse esta situacion, se

pueden reducir los sitios nucleofilicos de reaccion de los AA. Considerando que la
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condicion de sustitucion se realiza durante la sintesis, el efecto interaccién
bromodesoxiuridina-agentes alquilantes se dara antes de que se realice otra
nueva sintesis. Lo ultimo puede llevarnos a considerar que probablemente la
menor induccién de ICHs mas bien sea derivada de la eficiencia de los sistemas
de reparacion.

Aungue existen algunas evidencias de que la BrdU sensibiliza de algun modo al
ADN los mecanismos no estan aun bien definidos y hay una propuesta que analiz6
la interaccion sinérgica entre el analogo y agentes quimicos (Schvartzman y Tice,
1982). No obstante que se han realizado diversas observaciones sobre el efecto
que tiene la BrdU en la induccién de los ICHs éste contintia siendo un punto de
mucha importancia y quizas en los estudios realizados no se han asentado las
bases que expliquen satisfactoriamente este fenédmeno el cual se ha relacionado
con efectos de sinergia y antagonismo.

El presente protocolo examind las posibilidades de inducir ICHs en ADN sustituido
y no, asi como también discernir si las lesiones inductoras de los ICHs son objeto
de reparacion por las células lo cual se discute en la siguiente seccién. El término
de la sensibilizaciéon del ADN por la BrdU referido por algunos autores
(Schvartzman y Tice 1982, Natarajan y col., 1983, Morales-Ramirez y col., 1984b)
y la consideraciéon de la BrdU como un centro nucleofilico analizado en esta
seccion quizas aportan nuevas evidencias con relaciéon a la incorporacién de la
BrdU, en el ADN y los efectos de los AA en el ADN sustituido con este analogo.

6.3 Probabilidad de expresion de las lesiones inductoras de ICHs durante G1
en ADN sustituido y no con BrdU.

Un problema importante en relacion con el anadlisis de la reparacion de lesiones
inductoras de ICH; es el discernimiento de cual es el ciclo celular en el que se
forman los ICH;s cuando la exposicidon a los mutagenos se hace en el 1° de 2
ciclos. Estudios previos demostraron que para la induccion de la mayoria de los
ICHs generados por la ENU y la MNNG en células Mex de criceto chino se
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requirieron de dos ciclos de replicaciéon después de la alquilacion (Kaina y Aurich,
1985).

Como se mencioné en la introduccién la tinciéon diferencial de las. cromatidas
requiere de dos divisiones celulares y es muy probable que en los protocolos que
utilizan dos tonos de tincion diferencial, los ICHs que se analizan sean la
acumulacion de los ICHs inducidos en las dos divisiones. Para cumplir con lo
anterior es necesaria la presencia de la BrdU durante la sintesis de las dos
divisiones y por lo tanto el ADN estarda bifilarmente sustituido. El presente
protocolo no cumple con la condicién anterior ya que el ADN sélo esta
unifilarmente sustituido por la BrdU debido a que la incorporacién del analogo

ocurrié unicamente durante la primera de dos divisiones consecutivas.

En orden de aprovechar el efecto de los factores previamente mencionados, en la
figura 7 se hicieron las proporciones tedricas de la induccion de los ICHs por la
exposicion durante la 1% y 22 divisidn, se estimo la probabilidad de expresién para
una lesion como 0.5 6 1.0 (Morales-Ramirez y col., 1990), y para la persistencia y
ocurrencia de los ICHs en el mismo locus en sucesivas divisiones (Morales-
Ramirez y col., 1988,1990,1992, 1995a) o para otras circunstancias (Schvartzman
y col, 1985). Lo dltimo es relevante porque abre la posibilidad de que la
cancelacion ocurra. También se muestra la probabilidad de producir diferentes
clases de ICHs en los cromosomas, considerando sélo aquellos que se pueden
inducir bajo distintas circunstancias. Por la exposicién solamente en la segunda
divisién, se consideraron los descendientes de la cadena danada unifilarmente
sustituida con BrdU, en los cuales las lesiones deberian causar ICHs con 0.5 6 1.0
de acuerdo a su probabilidad de expresion.

Las proporciones esperadas de ICHs-1 e ICHs-2 deberian ser casi las mismas para
todas las condiciones con la excepcion de las lesiones obtenidas con la
probabilidad de expresién de 1.0 y con la posibilidad de ocurrencia de los ICHs en
el mismo locus. Bajo tales circunstancias los ICHs-2 deberian de ser el doble de
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los ICHs-1. Los resultados presentados aqui indican que con la exposicién al MMS
la frecuencia de los ICHs-2 es mas del doble tanto como los de los ICHs-1, pero
solo es ligeramente mas alta después de la exposiciéon con EMS.

En el caso de las nitrosoureas como la MNU y la ENU inducen una frecuencia
ICHs-2 mas del doble de los ICHs-1. Esto podria implicar que el MMS, la MNU y
ENU inducen una proporcién mas alta de lesiones que se expresan como ICHs en
presencia de BrdU o que muestra la posibilidad de causar un ICH en el mismo
locus. En el caso de la ENU, recientemente se obtuvo evidencia clara mediante
tincion diferencial de tres tonos de que este agente no causa lesiones en el mismo
locus (Rodriguez-Reyes y Morales-Ramirez, 2003), es decir que no produce el
fendmeno de cancelaciéon. En el mismo contexto, el EMS puede inducir
principalmente lesiones que originen ICHs que son persistentes pero con una baja
probabilidad de expresién o incapacidad de producir ICHs en el mismo locus en
divisiones subsecuentes.

En estudios previos usando el protocolo de tres tonos de diferenciaciéon se observé
que solamente una fraccién de lesiones que generan los ICHs fueron capaces
volver a originarlos en divisiones subsecuentes. Un tercio de las lesiones
inductoras de ICHs causadas por el MMS fueron capaces de inducir los ICH;s en el
mismo locus (Morales-Ramirez y col., 1992), se ha propuesto también que este
mutageno genera aductos que persisten por mas de un ciclo celular y que son
capaces de inducir ICHs en una segunda vuelta de replicacién (Natarajan y col.,
1983), en tanto que sdlo una sexta parte de las lesiones inducidas por EMS
cumplen con la condicion anterior (Morales-Ramirez y col., 1995a). Sin embargo
las condiciones del protocolo usado no eliminan otras posibilidades.

Bajo estas circunstancias la frecuencia mas alta de ICHs-2 con respecto a ICHs-1
pudiera no ser explicada por el fenébmeno de cancelaciéon, o al menos no
totalmente, aunque puede ser interpretado como la exposicion de las cadenas

sustituidas por BrdU a los mutagenos durante la segunda division.
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La persistencia de las lesiones inducidas originalmente en la cadena no sustituida
con BrdU pueden expresarse como lesiones secundarias (Kaina y Aurich, 1985)
en la 22 division celular subsecuente, pero quizas no explicaria satisfactoriamente
el incremento de frecuencia de los ICHs en otros ciclos de division. posteriores
como en el caso de la ENU (Rodriguez-Reyes y Morales-Ramirez, 2003). Con
respecto a lo anterior se ha demostrado que agentes que inhiben la metilacion del
ADN causan un incremento en la frecuencia de los ICHs que permanece constante
en divisiones subsecuentes como un factor heredable (Perticone y col., 1997;
Albanesi y col., 1999).

Aunque el mecanismo propuesto por Perticone y Albanesi no ha sido demostrado
esta asociado con la desmetilacion del ADN. En las observaciones realizadas por
Rodriguez-Reyes y Morales-Ramirez, (2003) se obtuvo evidencia de que la ENU
fue capaz de generar ICHs por largo tiempo en ADN no sustituido con BrdU y que
esta constante induccion en divisiones subsecuentes puede ser debida a una
desmetilacién indirecta del ADN, causada por remocién de citocinas metiladas
durante la reparacién. En nuestros resultados el incremento de los ICHs en la
cadena no sustituida con BrdU ocasionados por la ENU puede tener un mejor
sustento en el planteamiento realizado por los autores referidos. La metilacion del
ADN ha sido relacionada con algunos eventos, tales como regulacién de la
expresion génica, diferenciacion celular, edad, etc. Si este proceso de induccion
de ICH;s se puede generalizar a otros AA seria relevante por la relacién que tiene
con los eventos antes mencionados (Rodriguez-Reyes y Morales-Ramirez, 2003).
Lo anterior puede ser un punto importante a considerar en los otros AA probados
en la presente tesis.

6.4 Reparacion de las lesiones inductoras de ICH;,
En esta seccion se analizara el planteamiento de dos de los objetivos de esta tesis

los cuales son: 1) determinar si las células de la glandula salival de ratén reparan
durante G1 el dafio en el ADN capaz de producir ICHs, inducidos por los AA: MNU,
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ENU, MMS y EMS in vivo, 2) determinar y comparar cual es el efecto de la
incorporacién de BrdU al ADN en la produccion de dafo por los AA y la reparacion
del mismo.

La reparacién prereplicativa de las lesiones inducidas por agentes metilantes‘
como la 08-MeG, la O*MeT vy las metilaciones en los 4tomos de nitrégeno se
realizan preferentemente por dos procesos que son BER y MGMT (Kleibl, 2002).
La O% MeG es una de las lesiones menos abundantes causadas por los AA
metilantes como la MNU, pero también es una de las que causa mas efectos
adversos a las células. Esta alteracion es reparada principalmente por la MGMT
(Pegg, 2000).

En la introduccién se menciond que las lesiones que no son reparadas antes de
entrar a sintesis se transforman en ICHs. Recientemente se presenté evidencia de
que las lesiones que se forman atras de la horquilla de replicacién pueden
errbneamente ser consideradas como lesiones persistentes (Rodriguez-Reyes y
Morales-Ramirez, 2003). Con el presente protocolo se analizaron las lesiones que
se originaron durante el ciclo de tratamiento antes y después de la administracion
de la BrdU y las estimaciones de su expresividad ya se analizaron en la seccién
anterior.

Se analiz6 la reparacién de las lesiones inductoras de los ICHs (Tabla 4)
generadas por los AA en las cadenas del ADN sustituidas y no con BrdU. Las
lesiones inducidas por la MNU en la 12 divisidon fueron parcialmente eliminadas.
Los resultados indican que la susceptibilidad del ADN a la induccién de los ICHs se
incremento el 144% en la cadena sustituida con BrdU con respecto a la que no lo
estaba (Tabla 3) y no se repararon las lesiones en la cadena del ADN sustituida
con BrdU; en tanto que la reparacion del dafo que genera ICH; en la cadena no
sustituida fue del 50% durante la 1° divisién, este tipo de lesiones al parecer no
son muy persistentes y son susceptibles de ser reparadas. Kaina y Aurich, (1985)
reportaron que la mayoria de los ICHs inducidos por la MNU son originados por
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lesiones secundarias que fueron producidas en el primer ciclo de replicacion. En
nuestros resultados probablemente también se presento el efecto descrito por los
autores mencionados. La situacién observada durante la 1? division quizéas
también pueda ser explicada en términos de una dilucién del dafio y que en el
caso de la 2% division, este efecto no sea posible observarlo porque ya no hay otro
ciclo celular subsecuente lo que dificulta el anélisis.

La O%MeG tiene una vida media de 20-45 horas y se elimina méas rapido en el
higado, tejido que tiene el mayor contenido de AGT en rata (Valanis y col., 1994).
Ademas hay evidencias que indican que la O°®MeG no parece bloquear la
replicacién ya que esta contintia sobre el sitio donde se encuentra ubicada esta
lesion, insertandose una citosina o una timina opuesta a la base metilada, lo que
propicia las mutaciones por transicién (Kawate y col., 1998). Ademas si esta lesion
no es desmetilada por la MGMT puede ser procesada por MMR, que es el
mecanismo por el cual la O®-MeG causa sus efectos citotéxicos y genotéxicos
(Christmann y Kaina 2000).

Ademas la O°-MeG es una lesién que originé débilmente ICHs en el primer ciclo de
replicacién post-tratamiento, pero fue potente inductora en el segundo ciclo (Lips y
Kaina, 2001). Si se aplica la condicién anterior a nuestros resultados se esperaria
una induccién alta de ICHs en el segundo ciclo post-tratamiento, aunque como ya
se menciond, si hubo reparacién parcial de las lesiones generadas por las O-
metilaciones y N-metilaciones. Cuando el tratamiento con MNU fue en el segundo
ciclo después de BrdU, posiblemente las lesiones no se repararon
prereplicativamente y es probable que los ICHs se originaron a partir de lesiones
secundarias como se mencioné anteriormente. Sin embargo se sabe que la AGT
puede remover las alteraciones O®-MeG arriba del 90% pero deja intactas las N-
alquilaciones, ademas de que es un sistema que se satura facilmente (Lindahl y
col., 1982).
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Mas del 75% de las alquilaciones producidas por la MNU son N7-MeG y 3-MeA,
estos aductos son alcali-labiles y son reparados por el proceso de reparacion por
escision (LeDoux y col.,, 1991). En el caso de la reparacion de las lesiones
inductoras de ICHs causadas por la MNU durante la G1 de la 2 divisién quizés la
N7-MeG, fue reparada méas lentamente por las glicosilasas, como ya lo report6
Kyrtopoulos, (1998), quien ademéas mencioné que la vida media de este aducto
que fue de 55-60 horas en higado de rata y en linfocitos humanos.

El sistema AGT juega un papel central en la reparacién de las lesiones inducidas
por los AA como la MNU, sin embargo tejidos y células deficientes en esta
actividad fueron generalmente mas propensas a céncer (Gerson y col., 1994).
Esta deficiencia se puede manifestar de dos formas: una célula puede tener bajos
niveles de esta actividad y no reparar bajos niveles de estos aductos, como en el
caso de la susceptibilidad de células de cerebro de rata a la ENU que indujo
gliomas y en tejido mamario de rata y timo de ratén por la MNU (Gerson y col.,
1994). La otra forma es que el ADN de las células sea danado quizas por la
activacion metabdlica de un carcinégeno, y que los niveles de alquiltransferasa no

sean suficientes para reparar adecuadamente estas lesiones.

Como se ha mencionado, las alquiltransferasas reparan eficientemente las
lesiones 0°%-MeG, sin embargo también se ha observado que algunas lesiones en
el ADN pueden ser reparadas por diferentes rutas que compiten por la misma
lesién. Algunos estudios han demostrado que los sistemas AGT y reparaciéon por
escision de nucledtidos (NER) participan eficientemente, en la remociéon de los
aductos O°-EtG inducidos por la ENU en las lineas celulares linfoblastoides
humanas: GM0130B (células N “normales”), GM 2250C (células X deficientes en
reparacion por escision) y células TK6 (celulas A deficientes en reparacion AGT)
en estos casos participan ambos sistemas (Bronstein y col., 1992).

También se ha reportado que la reparacion por NER puede participar en la
reparacion de O%-MeG y O*-MeT, en E. coli deficiente en la actividad MGMT y en
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células de mamifero. Evidencias recientes apuntan a que estas dos vias coexisten
para reparar las lesiones O°-alquilguanina y O*-alquiltimina (Singer y Hang, 1997).
Aunque también se ha demostrado que la unién de la metiltransferasa a su
sustrato puede interferir con NER (Samson y col., 1997). No obstante, la mayoria
de las lesiones O%-MeG son reparadas por las metiltrasnferasas (Samson y col.,
1988). Por otro lado, se ha reportado que el aducto O*MeT puede ser reparado
por la AGT (Pegg, 2000).

En la dltima columna de la tabla 3 también se puede observar el incremento de la

_susceptibilidad del ADN al dano generado por el tratamiento con la ENU, que fue
del 150% en la cadena sustituida con BrdU con respecto a la no sustituida y la
reparacion de las alteraciones en la cadena del ADN sustituida con BrdU fue del
60%. No se observé reparacion de estas en la 1% divisién (Gonzélez-Beltran y
Morales-Ramirez, 1999) y ademas se detectdé un ligero incremento en Gi
temprana con respecto a la G1 tardia, esta situacion puede tener dos vertientes: 1)
que sean alteraciones que se expresan en el 2° ciclo como lesiones secundarias
(Kaina y Aurich, 1985), 2) que sean persistentes y puedan inducir lesiones en el
mismo locus en divisiones celulares subsecuentes (Morales-Ramirez y col., 1988,
1990).

Con relacion al segundo punto del parrafo anterior hay datos en la literatura que
refieren que las lesiones inducidas por este mutageno se transformaron en ICHs y
persistieron por varios ciclos de division (Charles y col., 1986). Aunque esta ultima
alternativa es menos probable que suceda como ya se analizé en la seccién
anterior. Por otro lado cuando el ADN esta unifilarmente sustituido con BrdU (en la
22 divisién) se observé una reparacion del 60% de las alteraciones inductoras de
ICHs esto podria tener sustento en las deducciones anteriores, ya que si se
cumple con la condicion mencionada, las lesiones originadas después del
tratamiento con BrdU son examinadas inmediatamente, por lo que si, éstas se
expresan como lesiones secundarias o cuya persistencia induzca ICHs en ciclos

subsecuentes, no existe la posibilidad de examinarlo ya que el protocolo sélo
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permite el andlisis de dos ciclos subsecuentes de divisidon y por consiguiente seria
necesario el empleo de un tercer ciclo de division lo cual técnicamente no ha sido
posible realizar en este modelo experimental. También es posible que el dano
producto de la sensibilizacion del ADN por el analogo puede ser méas
eficientemente reparado.

Se reporté previamente que el nivel de proteccién de las lesiones inductoras de
ICHs por el sistema AGT generadas por el tratamiento con ENU fue bajo (15%)
(Kaina y col.,, 1993). En los resultados analizados en esta tesis se puede
argumentar que la ausencia de reparacion de las alteraciones generadoras de
ICHs causadas por el tratamiento con la ENU, antes de la incorporacion de BrdU
puede estar en funcién de que los aductos como la O%-EtG no se repararon o se
repararon mas lentamente. Como se mencioné en la introduccién estas lesiones
se reparan mas lentamente por la AGT, lo que hace suponer que estas se hayan
transformado en secundarias.

Asi también se ha propuesto que la persistencia de los aductos O°-EtG varia en
diferentes érganos (Den Engelse y col., 1987; Bronstein y col., 1992).

El efecto de la BrdU analizado en la dltima columna de la tabla 3 muestra que
incrementd 155% la susceptibilidad del ADN a las lesiones generadas por el
tratamiento con MMS en la cadena sustituida con este analogo respecto a la que
no lo esta, la reparacion de las lesiones en la cadena del ADN sustituida con BrdU,
y no sustituida fue aproximadamente del 50%, la reparacion de las lesiones fue
parcial en la cadena no sustituida con el analogo durante el 1 ciclo, y esto puede
ser debido a que un porcentaje bajo de lesiones se expresaron en el mismo locus
en el subsiguiente ciclo, como también se ha reportado (Morales-Ramirez y col.,
1992). Una situacién similar en cuanto a la reduccioén de la frecuencia de ICHs se
observa en los estudios de Kaina y Aurich, (1985), cuando células V79 de criceto
chino que ya habian incorporado BrdU fueron expuestas a este mutageno por un

ciclo antes de llevar a cabo la fijacién, sugirieron que provocé lesiones primarias y

78



secundarias, pero que la reduccion de las primeras fue debido a que hay una
dilucién y reparacién. En linfocitos humanos se encontré que la frecuencia ICHs
fue mas alta en la G1 tardia que en la G1 temprana por lo que los autores
concluyeron que la eliminacion de las lesiones inductoras de ICHs. se efectud
durante esta fase del ciclo celular (Lambert y col., 1984).

En otro estudio se evidencio que las lesiones inductoras de ICHs causadas por el
benzo[a]pireno (BP), cis-platino (Il) diaminodicloro (cis Pt Il), MMS y MNU fueron
parcialmente eliminadas a las 48 horas después de la exposicion, que fue el
tiempo en el cual las células pasaron por cuatro ciclos de replicacion (Popescu y
col., 1985). Lo anterior apoya las observaciones realizadas en esta tesis con
respecto a la reparacion parcial de las lesiones inductoras de ICHs en el 1°y 2°
ciclo de division.

Se sabe que el MMS reacciona casi exclusivamente con los anillos de nitrégeno
de las bases puricas, particularmente con el N7 de la guanina, el N3 de la adenina
y en un porcentaje bajo con los fosfotriesteres (Beraneck, 1990). Por lo tanto se
infiere que la mayoria de las lesiones son inducidas directa o indirectamente por
metilacion de los nitrégenos; en particular la contribuciéon de los aductos 3-MeA y
N7-MeG que parecen ser los de mayor importancia. Menos del 1% de las lesiones
inducidas por este mutageno son alquilaciones en los atomos de oxigeno. Estos
aductos formados en los atomos de nitrégeno son sustrato para las N-glicosilasas,
las cuales remueven las bases dafiadas dejando sitios apurinicos. La actividad
alquilguanina ADN transferasa no fue clara en lineas de células linfoblastoides
humanas, en la 244B que tuvo una baja actividad AGT fue relativamente mas
sensible a la induccién de ICHs por MMS, sin embargo no se encontrd una relacion
entre la actividad AGT y la sensibilidad al MMS (Schwartz y col., 1989). En
estudios posteriores se demostré que la inactivaciéon de la proteina AGT por este
mutageno es responsable de la pérdida de la reparacion de las lesiones inducidas
por este AA in vivo (Sledziewka-Godzca y Torzewska, 1997). Por lo que la
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estrecha inactivacién de la AGT por el MMS puede jugar un papel importante en la
modulacién de la reparacion del ADN alquilado in vivo.

El sistema de reparacién por escision de nucledtidos elimina eficientemente los
aductos de nitrégeno metilados inducidos por el MMS (Nivard y col., 1993;
Sledziewka-Godjzca y Torzewska, 1997). Estas lesiones pueden ser eficazmente
reparadas por la proteina Ada, lo cual constituye un proceso complementario a la
inactivacion de la AGT por este AA en E.coli (Sledziewka-Godjzca y Torzewska,
1997). La 3-alquiladenina que es generada por este mutageno tiene una vida
media corta 2 a 3 horas (Brent, 1979; Medcalf y Lawley, 1981) y probablemente se |
repara en este tiempo (Sneyder y Regan, 1982). La N7-MeG es una lesién que se
repara muy lentamente por las glicosilasas en la mayoria de los tejidos,
(Kyrtopoulos, 1998). Debido a que mas del 90% de las alquilaciones inducidas por
el MMS son generadas por la 3-MeA y la N7-MeG (Beraneck, 1990), es muy
probable que no todas las lesiones inductoras de ICHs generadas por el MMS
sean reparadas, como se observé en los resultados obtenidos en esta tesis.
También es posible que la N7-MeG debido a su larga vida media trascienda la
division celular y se procese como una lesion inductora de ICHs en el siguiente
ciclo de replicaciéon. Se ha mencionado que las lesiones causadas por el MMS se
reparan por reparacion post-replicativa (Smirnova y Klein, 2003), pero también se
puede estimular la recombinaciéon homéloga lo cual sugiere que el dafo se cubre
parcialmente incluso el ciclo celular juega un papel importante en determinar cual
ruta sera usada para la reparacion.

La 3-MeA es eficientemente reparada por todas las células que reparan o no los
aductos 0%-MeG (Day y col., 1984). E. coli tiene dos genes que codifican para la
3-metiladenina glicosilasa, el gene tag que es altamente especializado para la
escision de la 3-MeA y el gene AIkA que codifica para otra 3-metiladenina
glicosilasa, que remueve la 3-MeA, la N7-MeG y un nimero menor de aductos,
esta glicosilasa es inducible como parte de la respuesta Ada (Mates y col., 1996;
Sedgwick y Lindahl, 2002). Estas proteinas estan presentes de bacterias a
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humanos e inician la reparacion por escisidon de bases. En mamiferos estas
proteinas tienen un amplio sustrato que también incluye a la N7-MeG (Engelward
y col., 1998). La citada glicosilasa hidroliza la union glicosidica C1-N liberando las
bases danadas del ADN con lo que resultan sitios abasicos que son reparados por
escision (Laban y col., 1996).

Las N-metilaciones inducidas por el MMS dificilmente cuentan con propiedades
bloqueadoras de la replicacion. Por lo tanto la recombinacion entre cromosomas
homdlogos puede ser inducida por este AA en la horquilla de la replicacion,
cuando los huecos de la cadena sencilla del ADN actian como intermediarios
durante la reparacién de las N-alquilaciones o lesiones secundarias tales como,
sitios abasicos producto de la reparacion por BER que son convertidos en DSB
(Wijnhoven y col., 2003).

En tanto que con el tratamiento con EMS el incremento de la susceptibilidad del
ADN al dafio generado por este AA fue sélo del 45% en la cadena sustituida con
BrdU con respecto a la no sustituida, ver ultima columna de la tabla 3. Alrededor
del 60% de las lesiones producidas por este mutageno fueron eliminadas de la
cadena no sustituida con el analogo, lo cual indica que éstas fueron mas
eficientemente reparadas por las células y probablemente sélo una pequena
fraccion de estas lesiones originaron ICHs en el ciclo celular subsecuente, como
también se ha reportado (Morales-Ramirez y col., 1995a) una sexta parte de las
lesiones inducidas por EMS fueron capaces de inducir ICHs en el mismo locus. La
situacion en la cadena sustituida con BrdU difiere un poco de lo anterior ya que el

porcentaje de lesiones reparadas fue sélo del 20% por lo tanto puede ser que este
tipo de lesiones sean persistentes.

El efecto que tiene la BrdU sobre el ADN y la sensibilizacién al dafio que induce
este andlogo es muy similar para los mutagenos MNU, ENU, y MMS sin embargo
difieren en el tipo de dafio que se ocasionan al reaccionar con la molécula
modificada de ADN, asi como en su reparabilidad.
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Por lo que respecta al EMS, alrededor del 74% del total de alquilaciones inducidas
por este AA son generadas por la 3-alquiladenina y la N7-EtG; en cuanto a la
reparacion de las lesiones inductoras de ICHs, las generadas en la 12 division
fueron reparadas mas eficientemente que las de la 22 division y esto
probablemente se debe a que el tipo de lesiones que genera tienen vida media
mas corta como la 3-alquiladenina o mas largas como la N7-MeG lo cual se reviso

anteriormente y que por lo mismo no fueron reparadas eficientemente.

No hay una correlacién clara entre la produccién de O°-MeG y el nivel de
proteccion de la proteina. Lo anterior se puede inferir de los datos de Kaina y col.
(1993) obtenidos en las lineas Tk40-AT8 de células CHO. Ellos observaron que el
nivel de proteccion de lesiones inductoras de ICHs fue 92% para la MNU, 54% en
el caso del EMS, 52% para el MMS y 15% para la ENU, y que por otro lado la
cantidad de O°-MeG inducida por estos AA in vivo expresada como porcentaje
total de alquilacion fue 0.3% para el MMS, 8.2% para la MNU, 2.6% en el caso del
EMS y 12.7% para la ENU (Beraneck, 1990).

Por lo referido en el parrafo anterior los autores dedujeron que la las lesiones
generadas por la MNU tuvieron la proteccién mas alta y la ENU la més baja, sin
embargo agentes como el MMS que produce una imperceptible cantidad de O°-
alquilguanina no tuvieron una proteccion total. Las observaciones de Liem y col.
(1994) referente a la eficiente reparacién de los aductos O°-EtG generados por la
ENU, contrastan con las de Kaina y col. (1993) y con las observaciones realizadas
en esta tesis (Tabla 4). En otro estudio realizado en ratas transgénicas que
expresan Ada-C se detectd que fueron sensibles a la induccién de tumores
generados por la ENU y probablemente el efecto observado haya sido por la lenta
reparacién de los aductos O°-EtG (Pegg, 1990; Engelbergs y col., 1998).

No todas las lesiones en el genoma pueden ser reparadas eficientemente, aunque

los sistemas de reparacién son capaces de remover todos los tipos de lesiones a
tiempo para que se realice la replicacion; pero puede ocurrir que en células
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eficientes como en las deficientes en reparacion, que si el dafo en el ADN no ha
sido reparado antes de llegar a la horquilla de replicacién puede bloquear la
sintesis del ADN, lo que puede conducir a apoptosis. Las células pueden evitar
esto por medio de los mecanismos de la sintesis de ADN por translesiones (TLS)
que es el proceso por el cual se lleva a cabo la sintesis pasando por estas
alteraciones (Masutani y col., 2000; Sarasin, 2003). Este es un proceso alternativo
que restaura los sitios abasicos.

Una de las funciones primarias de MMR es corregir la persistencia de errores que
aun continian hasta la replicacion del ADN para evitar la acumulaciéon de
mutaciones deletéreas. Este sistema que reconoce los apareamientos erréneos de
la O%-MeG trata de corregirlos con intentos repetitivos lo cual origina rompimientos
en la cadena nuevamente sintetizada, opuesta a la cadena en donde se encuentra
la O%-MeG. Estos rompimientos son convertidos en rompimientos dobles por el
proceso de MMR que los transforma en lesiones secundarias en la proxima fase
S, que es la segunda después del tratamiento y lo cual puede estimular el proceso
de apoptosis (Ochs y Kaina, 2000). Esta deficiencia en este sistema de reparacion
incrementa la resistencia o tolerancia a los AA (Lindahl y Wood, 1999).

Las lesiones O°-MeG inhiben la reparacién por replicacion de la polimerasa B que
es probable que replique, a través de la persistencia de la O°-MeG in vivo, cuando
la reparacion por MGMT esta saturada o se ha perdido. Aunque se ha reportado
que esta enzima fue incapaz de replicar a través de esta lesion, después se
demostrd que si lo realiza deficientemente (Singh y col., 1996).

Cuando se presentan mutaciones en las proteinas de la replicaciéon o bloqueo de
la progresion de la horquilla de replicacién por aductos exégenos, pueden resultar
lesiones en el ADN e intermediarios mutagénicos de la replicacion. Para sobrevivir
las células cuentan con sistemas como BER, NER y HR para detener esos
eventos, pero si estos mecanismos de reparacion que son libres de error son

incapaces de reparar las lesiones; las células cuentan con otras rutas alternativas

83



que les permiten tolerar y estabilizar las perturbaciones del genoma. Por ejemplo
la activaciéon del punto de control de la fase S que se ha demostrado suprime la
inestabilidad gendémica en levaduras y es requerida para tolerar las lesiones
irreparables, estabilizandolas y permitiendo que la horquilla de replicacion pase
por ellas, dado que las celulas cuentan con un repertorio de ADN polimerasas
translesion, especializadas que las asisten. Aunque muchas de estas polimerasas
son propensas a error y causan mutaciones (Kai y Wang, 2003).

En la seccidn 5.6 se analizaron los datos de la frecuencia acumulada de los ICHs
por célula de las poblaciones Se observé que en general la mayoria de las células .
son susceptibles al dafio generado por los AA y que éste puede variar en mayor o
menor grado lo cual probablemente, también esta en funcion de los sistemas de
proteccion que tienen las células.

Es importante sefnalar que el efecto a nivel celular (Tabla 1) se puede observar en
las poblaciones celulares como se observa en la figura 8 los datos obtenidos de
las células tratadas con MNU en G1 temprana de la 12 division dieron valores de
ICHs méas bajos que los encontrados en la G1 tardia lo cual estda de acuerdo con
las estimaciones realizadas en la primera columna de la tabla 4, y con respecto a
la reparacion de las lesiones inductoras de los ICHs se aprecia que hubo
eliminacién parcial de éstas, lo cual se deduce de los valores de la G1 temprana.
En la 22 division la situacién no esta tan clara como en la 12; la curva de la G1
temprana no se desplazo hacia valores de ICHs mas bajos y practicamente esta
curva es igual a la curva de G1 tardia, lo cual también indica la menor eficiencia de
las células para reparar el dafo. Una situacion similar fue observada también
durante G1 en células de la glandula salival de ratén que fueron tratadas con
mitomicina C (MMC), en la 12 division hubo una reparacién parcial de las lesiones
inductoras de ICHs y no hubo diferencias en la generacion de ICHs en la G1
temprana y tardia de la 22 division (Morales-Ramirez y col., 1995b).
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En la figura 9 se muestran las curvas de la frecuencia acumulada de las células
tratadas con ENU, es notable observar como en la de G1 temprana de 12 division
dio valores de ICHs mas altos que los obtenidos para la de G1 tardia esto también
es acorde con lo que se analizé en la primera columna de la tabla 4, es decir no se
repararon las lesiones en la G1, incluso éstas se incrementaron méas en la G1
temprana. En cambio las lesiones inducidas en la 22 divisién fueron reparadas
parcialmente, esto se puede ver claramente al comparar las curvas G1 temprana y
tardia, este mismo efecto se not6 en la ultima columna de la tabla 4.

En la figura 10 se aprecian las curvas de la frecuencia acumulada de las células
tratadas con MMS en este caso las de G1 tardia de la 12 y 22 divisién se
desplazaron a valores de ICHs mas altos que los de las curvas de la G1 temprana
lo cual se puede interpretar como una reparacién parcial de las lesiones en ambas
divisiones.

En la figura 11 se observan las curvas obtenidas por la exposicién al EMS, estas
indican que la induccién de ICHs antes y después de la incorporacién de BrdU fue
casi idéntica pero que hay diferencias en cuanto a la reparacién de las lesiones
inducidas antes y después de la incorporacion del analogo. Las lesiones inducidas
durante la 12 divisiéon fueron mas eficientemente reparadas que las inducidas en la
22, La misma observacion se realizé en la primera y dltima columna de la tabla 4

respecto a la reparacion de lesiones por célula.
6.5 Estrés celular

No esta muy claro porque el dafo inducido por metilacion estimula senales que no
se inducen con la etilacion, en los estudios de Wilhelm y col. (1997) y Wichmann y
col. (2003) no se midieron los niveles de alquilacién celular por lo que esto dificulta
en parte la interpretacion. Aunque en las observaciones realizadas por estos
autores indican que la metilacién via el intermediario metanodiazodium realizé un
papel importante en la modulacién de MAPKs.
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El MMS modifica la actividad JNK/SAPK inducida por este agente inhibiendo el
nivel intracelular de glutation (GSH) y NAC. GSH y otros tioles realizan un papel
crucial en la desintoxicacion de compuestos carcinogénicos (Wilhelm y col., 1997).

Este AA causa un rapido decrecimiento en el contenido celular de GSH.

Las observaciones indican que las diferencias encontradas en cuanto a la
capacidad de respuesta al estrés celular pueden ser debidas a varios factores
inclusive el tipo de reaccion Sy1 tipica de las nitrosoureas y Sy2 que opera en los
alcanosulfonatos, aunque también se ha propuesto la participacion de algunos
complejos proteinicos que modulan las sefales en la trasduccion y que ayudan en
la desintoxicacién celular inducida por algunos compuestos estresantes. Sin
embargo hay que tener cautela cuando se asocia el dafio al ADN y la activacion
de las senales, ya que en la mayoria de los estudios realizados este dafo no se

midié directamente, lo cual complica la interpretacion (Wichmann y col., 2003).

Los mecanismos de toxicidad se estudiaron en hepatocitos de rata cultivados y
tratados con MMS, se determiné que este AA puede propiciar que los niveles de
glutation (GSH) bajen abruptamente con lo cual se sensibilizan estas células a las
especies de oxigeno parcialmente reducidas, este estrés oxidativo normalmente
es desintoxicado por el mecanismo GSH. Cuando se activan estas especies de
oxigeno son téxicas para las células, el MMS mata a las células por un mecanismo
oxidativo que depende del origen del ién hierro y es acompanado de peroxidacion
lipidica que hace a las membranas de las células propensas a este dafio
(Mizumoto y col., 1993).

La MNU es un compuesto carcinogénico que causa estrés en ratas, sin embargo
fueron necesarias altas dosis (50 mg/kg de peso) para inducir desde reacciones
inflamatorias severas en pulmén y piel, hasta adenocarcinomas en colon, en
cuatro de seis animales tratados (Mabrouk y col., 2003).
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6.6 Apoptosis

Muchos estudios han demostrado que la respuesta inicial de las células cuando se
presenta dano en el ADN es repararlo, sin embargo si el nivel del dafio incrementa
se estimulan otros eventos como son el arresto del ciclo celular o apoptosis. La
proteina p53 modula algunas funciones celulares tales como transcripcion génica,
sintesis de ADN, arresto del ciclo celular, vejez y apoptosis (Slee y col., 2004). Los
niveles de p53 se incrementan dramaticamente en respuesta a estresores como:
radiaciones ionizantes, radiacion ultravioleta, hipoxia, shock por calor, activacion
oncogénica y drogas citotéxicas (Slee y col., 2004). Apoptosis es el mecanismo
dominante por el cual p53 inhibe el desarrollo de tumores (Slee y col., 2004). El
arresto celular puede ser algunas veces permanente, pero también puede ser
reversible permitiendo a las células reparar el dafno al ADN. El mecanismo de
apoptosis previene la expansion clonal de las células que no repararon el dafio
que puede conducir a eventos de mutacion y carcinogénesis (Berstein y col.,
2002).

Las células del intestino delgado del ratén son ideales para estudios de apoptosis
y frecuencia de mutacion inducidos por agentes que danan el ADN tales como los
agentes alquilantes y la radiacién y . Se reporté que una dosis de 100 mg/kg de
MNU causo6 apoptosis en estas células de intestino delgado de ratones (Toft y col.,
2000), aunque como se sabe la AGT protege a las células de los efectos de la O°-
MeG (Pegg, 2000) también se ha observado que los AA son capaces de inactivar
a la AGT reduciendo el contenido celular de esta proteina (Pegg y Byers, 1992).
Las evidencias indican que la reduccién de la actividad AGT no elevd los niveles
de apoptosis en células de intestino delgado después del tratamiento con AA
metilantes (Toft y col., 2000).

En la introduccién se menciondé que las células deficientes en sistemas de

reparacion MGMT son mas sensibles a la induccién de apoptosis que las que son
eficientes (Kaina y col., 1997, Tominaga y col., 1997; Meikrantz y col., 1998).
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Ademads, se ha reportado que los tratamientos con AA in vivo reducen
parcialmente la actividad MGMT (Toft y col.,, 2000). Pero también numerosos

estudios indican que la AGT repara eficientemente la lesién O°-meG (Pegg, 2000).

La habilidad de p53 para inducir apoptosis en células cultivadas es bien conocida.
Sin embargo esta respuesta no siempre se refleja en estudios in vivo porque varia
de tejido a tejido cuando se exponen a radiacion gamma. En estudios realizados
en ratones este tipo de radiacion causé activacién de p53 en tejidos tales como:
bazo, timo, médula ésea, intestino y rifidn. En otro segundo grupo de tejidos, los
cuales incluyen: miocardio, glandulas salivales, glandulas adrenales y osteocitos,
mostraron altos niveles de p53 pero no se estimulé el proceso de apoptosis (Slee
y col., 2004). Las evidencias anteriores sugieren que aun es necesario clarificar
mas los eventos de apoptosis, principalmente porque la mayor parte de los
estudios que hay al respecto se han realizado in vitro lo que dificulta mas el
analisis. La respuesta a estos eventos probablemente dependera de la dosis
empleada y el tratar de establecer comparaciones entre sistemas in vivo e in vitro
complica la interpretacién, por lo cual hay que ser cautelosos.

Desde luego que las observaciones realizadas en esta tesis no descartan la
posibilidad de que se hayan presentado algunos eventos que no se identificaron,
como apoptosis, pero también las dosis empleadas fueron las adecuadas para
generar lesiones en el ADN que se transformaron en ICH..

Se observé que las células progenitoras de médula 6sea y de epitelio de ratones
son extraordinariamente sensibles a los AA por la persistencia de 0°-MeG, estas
se dividen rapidamente y pueden morir por apoptosis después de arresto en Go/M
en el segundo ciclo de proliferacion celular; lo anterior puede conducir a estos
6rganos vitales a una disfuncion (Kawate y col., 1998). Los AA inducen muerte
celular por apoptosis en lineas celulares embrionarias deficientes en actividad
metiltransferasa (Tominaga y col., 1997).
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Se ha sugerido que la apoptosis es un proceso de respuesta tardia ya que no se
presenta antes de 2 6 3 dias después del tratamiento con MNNG, y la maxima
produccion se induce de 96 a 120 horas. Por lo tanto es altamente improbable que
la unién de las proteinas de MMR a la lesién O°-MeG pueda directamente proveer
la sefial activadora de la cascada apoptética (Ochs y Kaina, 2000; Kaina y
Christmann, 2002). Los efectos téxicos de los AA causaran la eliminaciéon de
células con niveles més altos de dafo en el ADN y las células danadas
subletalmente, no obstante que lleven la O°MeG en su ADN sobreviviran y
entraran a una hiperplasia restaurativa reemplazando las células muertas en los
tejidos (Margison y col., 2002).

BER repara las N-alquilaciones como la N7-MeG, N3-MeA y N3-MeG del ADN.
Las células que son deficientes en la actividad ADN polimerasa 3 son
hipersensibles a los AA y responden con una alta frecuencia de apoptosis similar
a la estimulada por la 0°-MeG (Kaina, 2003).

Tomando en consideracion que la sefal apoptética se determina por la presencia
de lesiones en el ADN durante la sintesis, las células analizables para ICHs son
aquellas que no entran en apoptosis. Ademas, las dosis empleadas de los AA son
subtdxicas por lo que la induccién de este proceso seguramente es muy baja en
las células de la glandula salival estudiadas en este trabajo.
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7. CONCLUSIONES

Por lo que se refiere al objetivo principal de este trabajo se puede concluir que:

1)

2)

Las lesiones inductoras de ICHs generadas por la exposicién a.la MNU, el
MMS y el EMS, fueron reparadas parcialmente por las células de la glandula
salival en tanto que las originadas por la ENU no fueron reparadas por estas
células durante la G1 de la 12 division.

Estas células solo repararon parcialmente las lesiones inducidas por la ENU y
el MMS en la cadena de ADN sustituida con BrdU. Las lesiones inducidas por
el EMS fueron levemente reparadas y las originadas por la MNU no fueron
reparadas por las células durante la G1 de la 22 divisién.

Las conclusiones que se obtuvieron para los objetivos particulares son:

1)

2)

3)

Los compuestos motivo de estudio, como las nitrosoureas generaron mas
ICHs que los metanosulfonatos en las células de la glandula salival y entre
éstos los metilantes como la MNU y el MMS fueron mas eficientes inductores
de ICHs que los etilantes como la ENU y el EMS. La MNU fue la mas eficiente
inductora de ICHs y el EMS fue menos inductor de lesiones generadoras de
dichos eventos.

Las células de la glandula salival repararon parte de las lesiones inductoras de
ICHs durante G1, que fueron generadas por la MNU, el MMS y el EMS durante
la G1 de la 12 y 22 division; pero no repararon las inducidas por la ENU y la
MNU durante la G1 de la 12 y 22 divisién respectivamente. Esto se debe
basicamente a que los compuestos referidos generan lesiones que son mas
persistentes.

La BrdU tuvo un efecto sensibilizador sobre la molécula de ADN, que la hizo
mas susceptible al dafio generado por los compuestos estudiados, lo que
ocasiono lesiones inductoras de ICHs producto de la reaccién del analogo con
el ADN. Se determin6 que este efecto fue igual para la MNU, la ENU y el MMS
y 3 veces menor para el EMS.
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9. APENDICE

Preparacion de las soluciones

Solucién salina balanceada (Gey)

Reactivo Gramos por cada litro de agua
bidestilada
NaCl 8.0
KCI 0.355
Na,HPO47H,0 0.225
KH2 PO, 0.07
NaHCO3; 0.250
Dextrosa 2.0

Ajustar a pH 7.4, guardar a 4 °C

Paul, 1961.

Solucién hipoténica 0.075 M

Gramos por cada litro de agua
Reactivo bidestilada

KCI 5.592
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Tamizado del Carbon Activado (vegetal)

Carbon Activado
HCI 1N
NaOH 1N
Malla para tamizar (200) Abertura por pulgada 0.0029
Malla para tamizar (350) Abertura por pulgada 0.0017

Hacer lavados al carbén activado con HCI, después hacer lavados con NaOH y
eliminar el sobrenadante, posteriormente hacer varios lavados con agua
bidestilada hasta obtener un pH de 6-7 en él sobrenadante.

Secar a 60° C hasta deshidratar y después a 1202 C por dos horas.

Tamizar en malla (200) y después en malla (350).

Preparacion de la solucion de BrdU (0.6 mg/g de peso)

BrdU 20 mg
Carbén activado 100 mg
H20 bidestilada estéril 1ml

La cantidad de la solucién a preparar dependera del numero de ratones del
experimento.
Disolver la BrdU en agua bidestilada, agregar el carbon activado previamente

deshidratado a la flama y mezclar bien, mantener en oscuridad.
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Preparacion del Hoechst 33258

Hoechst 25 mg

H,0 bidestilada ' 10 ml

Mezclar y proteger de la luz

Preparacion del amortiguador para diferenciacion

NazCsHs07 2H0 236 g
H20 bidestilada | 100 ml
NaH,PO4H,0O 0.221 g
H20 bidestilada 10 ml

Se ajusta el pH a 7.0 con el fosfato de sodio monobasico

Preparacion de solucion salina de citrato 2X

NaCl 1.75¢
NazCegHsO7 2H0 0.88 g
H»0 bidestilada 100 ml
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Técnica para la tincion diferencial de las cromatidas hermanas

A 1 ml de Hoechst agregar 9 ml de agua bidestilada y diluir 1:1 con amortiguador
para diferenciaciéon. Agregar la cantidad necesaria de la solucién anterior a las
laminillas para poner sobre esto un cubreobjetos No 1 de 24x50 mm, cubrir de la
luz y dejar 10 minutos a temperatura ambiente.

Diluir el amortiguador para diferenciacion 1:1 con agua bidestilada alrededor del
cubreobjetos para evitar la evaporacion y poner las laminillas bajo lampara de luz
negra de 15 watts, dejar por 60 minutos, sacar las laminillas y enjuagar con agua
bidestilada desgonzada.

En una caja de coplin poner solucién salina de citrato 2X a 602 C, sumergir las
laminillas y dejar por 15 minutos. Sacar las laminillas, sumergirlas en agua
bidestilada a 6-0g C y enjuagar con agua bidestilada a temperatura ambiente.

Tenir con Giemsa por 30 minutos.

Amortiguador salino de fosfatos 0.01 M, pH 6.8

NaH.PO4H-O 0.70 g
Na,HPO4H,0 0.69 g
H.O 100 ml

Mezclar y ajustar el pH a 6.8
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Preparacion del colorante Giemsa

Azul de metileno (Merck) 0.8g
Glicerina 50 mi
Metanol 50 ml

Calentar la glicerina a 60° C, agregar el colorante mezclar y dejar a temperatura

ambiente, después agregar el metanol lentamente y dejar en almacenamiento.

Amortiguador de fosfatos 1.0g

H.O bidestilada 100 ml

Quitar 10 ml de la solucién y agregar 10 mal de colorante

Tincidén de las laminillas con Giemsa

Tomar 90 ml del amortiguador salino de fosfatos 0.01 M y agregar 10 ml de
colorante Giemsa.

Tefiir las laminillas por 30 minutos y enjuagar.
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Fijador Carnoy

Acido acético

250 mi

Metanol

750 mi

Mezclar y mantener en refrigeracion.
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