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RESUMEN

Las aneuploidias representan un problema de salud importante. Cuando estas ocurren en
células germinales son las responsables de distintos sindromes en la progenie y de
abortos espontaneos, en tanto que cuando suceden en células somaticas, se piensa estan
relacionadas con el desarrollo de enfermedades como el cancer.

Si bien se conocen las consecuencias bioldgicas de las aneuploidias, los
mecanismos por los cuales se generan aun son poco claros. De manera general se acepta
que las aneuplodias se generan ya sea por rezago cromosomico o0 por eventos de no
disyuncion, ambos tipos de fendmenos pueden ser inducidos por la exposicion a agentes
quimicos. En el 2003, se demostr6é que el dafio al ADN expresado como micronucleos
(MN) resultado de la exposicidon a agentes quimicos que alteran el citoesqueleto es
contrarrestado por la adicién del donador universal de grupos metilo, s-adenosil-I-
metionina (SAM).

En la presente tesis se estudiaron los posibles mecanismos por los cuales SAM
actla reduciendo la frecuencia de células micronucleadas, los resultados muestran que
SAM reduce la frecuencia de células aneuploides producto del rezago cromosémico,
efecto que parece estar relacionado con la promocién de la polimerizacion de la tubulina
por parte de SAM, ademas de que este promueve la formacion de husos mitéticos
bipolares aln en presencia de agentes que inducen centrosomas supernumerarios. En
cuanto a los cambios en el ciclo celular, SAM tiene la capacidad de promoverla y de
contrarrestar los efectos citostaticos de la exposicion a arsenito de sodio durante la
mitosis, efectos que pueden estar asociados con su capacidad de promover el correcto

alineamiento cromosémico, evitando asi el arresto en metafase.



SAM mostré la capacidad de participar y regular el estado epigenético de las
células tratadas con arsenito de sodio, efecto que muy probablemente puede relacionarse
con la regulacion de diversos eventos celulares, como la segregacién cromosémica.

En conclusion, nuestros datos aportan nuevos e importantes avances para el
entendimiento de los mecanismos por los cuales se generan la aneuploidias en células

somaticas.



ABSTRACT

Aneuploidy represents an important problem of health. When it occurs on germ cells it
causes several syndromes in the offspring, as well as spontaneous abortion. If
aneuploidy occurs in somatic cells, it has been related to the development of diseases
such as cancer.

Although the biological consequences of aneuploidy are well know, the
mechanisms that generate it are so far unclear. In general, it is accepted that aneuploidy
is generated by lagging chromosomes or by non-disjunction events, both phenomenons
could be induced by the exposure to chemical agents. In 2003, a study reported that the
exogenous addition of s-adenosyl-methionine (SAM) reduces DNA alterations,
expressed as micronuclei (MN), induced by cytoskeleton disrupting agents.

In the present thesis it was studied the possible mechanisms by which SAM
could reduce the frequency of MN. Our data demonstrate that SAM reduces the
frequency of aneuploid cells result of lagging chromosomes, effect that was related to
the promotion of microtubule polymerization in cultures treated with SAM.
Furthermore, SAM promotes the formation of bipolar mitotic spindles, even in presence
of agents that induced supernumerary centrosomes. In addition, SAM was able to
induce cell proliferation and to counteract the cytostatic events induced by sodium
arsenite during mitosis, effect that could be related to the ability of SAM to promote the
correct chromosome alignment.

SAM is able to regulate chromatin effects induced by sodium arsenite, effect
that could be related to several cell processes, such as chromosome segregation.

In conclusion, our data provide new and important data to understand the

mechanisms by which aneuploidy is produced in somatic cells.



1. INTRODUCCION

La aneuploidia es el cambio en el nimero cromosémico de una célula normal
diploide o haploide de un organismo (Hassold y Hunt, 2001). Dicho cambio genético se
ha asociado a un incremento en el riesgo de cancer y defectos en el desarrollo (Li y
cols., 2000). Las monosomias y trisomias son las aneuploidias mas comunes que son
viables, y son reconocidas como la causa de diversas enfermedades genéticas en seres
humanos (Straus, 1981). Las consecuencias biol6gicas de la aneuploidia son bien
conocidas, ya que si este fendmeno ocurre en células germinales, el dafio puede
transmitirse a la siguiente generacion, causando defectos en el nacimiento (por ejemplo
los sindromes de Down y Turner) o bien generar abortos espontaneos (Pacchierotti y
Ranaldi, 2006). Al menos el 15% de las concepciones en seres humanos son
aneuploides, aunque la mayoria de los embriones anormales se pierden antes de la
implantacion, otros después de ésta, y sélo el 0.3-0.5% de los nifios nacidos vivos tienen
anormalidades cromosomicas (Boué y cols., 1975, Lewis, 1997).

Cuando la pérdida o ganancia cromosomica involucra células somaticas se puede
causar la muerte celular o bien participar en el desarrollo de enfermedades como el
cancer. Desde 1914, Boveri sefial6 la existencia de una relacion entre las anormalidades
cromosOmicas numeéricas y el cancer. De hecho este tipo de alteraciones genéticas es
comun en todos los tumores malignos (Duesberg y cols., 2000; Nabeel y cols., 2002).

Diversos mecanismos se han propuesto para explicar la induccion de
aneuploidias en células somaticas, en general se aceptan dos: a) pérdida cromosomica,
b) la no disyuncién (Ciminiy cols., 2001; Matzke y cols., 2003).

Los eventos celulares y moleculares que ocurren durante la formacion de células

aneuploides aln no se han podido describir, se sugiere que tanto la no disyuncién, como

el rezago cromosdmico se originan por alteraciones en la maquinaria de segregacion



cromosOmica durante la mitosis 0 meiosis, segin sea el caso de células somaticas o
germinales respectivamente (Hassold y cols., 1996).

Las alteraciones en componentes involucrados en la separacion de las cromatidas
hermanas, asi como errores de anclaje de los microtibulos (MT) a la placa cinetocorica,
se han propuesto como algunos de los mecanismos responsables de la no disyuncion
(Nasmyth, 2002; Cimini y cols., 2001). El retraso de los cromosomas, se sugiere puede
originarse por fallas en el punto de monitoreo de la metafase, de tal manera que no se
detecte el anclaje de los cromosomas a los MT en el tiempo correcto (Lopes y Sunkel,
2003).

Las alteraciones en los MT durante la migracién de las cromatidas hermanas a los
polos opuestos en la anafase se han sugerido como posibles inductoras de rezago
cromosomico (Parry y cols., 2002), este rezago puede resultar en la formacion de
micronucleos (MN), los cuales son fragmentos nucleares que se incorporan al azar en el
citoplasma de alguna de las células hijas. Los MN producidos por agentes aneugénicos
tienen en su mayoria cromosomas completos en su interior, efecto que se ha analizado
ya sea mediante anticuerpos anticinetocoro, (Degrassi y Tanzarella, 1988; Hennig y
cols., 1988) o por el uso de una sonda de DNA que detecta regiones centroméricas o
pancentroméricas (Eastmond y Pinkel, 1990; Farooqui y cols., 1993, Marshall y cols,
1996).

La aneuploidia puede ocurrir de manera espontdnea o como resultado de una
exposicion a agentes aneugénicos de origen quimico, fisico o bioldgico (Parry y cols.,
2002). En el caso de la exposicion a ciertos compuestos aneugénicos, se sabe que estos
alteran ciertas proteinas, como la tubulina, dineina y dinactina, lo que a su vez genera
fallas en la migracién de los cromosomas (Kirsch-Volders y cols., 2003; Ochi, 2002;

Parry y cols., 2002). Otras condiciones que pueden originar aneuploidias en seres



humanos estan asociadas con factores metabdlicos. Sin embargo, al respecto se ha
generado gran controversia, ya que por un lado existen estudios que apoyan este hecho
(James y cols., 1999; Hoobs y cols., 2002) en tanto que estudios similares no muestran
ningln tipo de asociacion significativa entre la induccion de aneuploidias y ciertas

deficiencias metabdlicas o nutricionales (Hassold y cols., 2001).

¢ Como se pueden evaluar las aneuploidias?

Las aneuploidias pueden tener un gran impacto sobre la salud humana, por lo
que es importante contar con métodos para detectar el potencial de agentes quimicos o
bioldgicos capaces de inducir tales cambios. Aunque los métodos méas comunes
incluyen el conteo metafésico de los cromosomas, induccion de MN con cromosomas
completos, el método que se ha utilizado ya desde hace mas de una década es la
deteccion de pérdida cromosémica por hibridacion fluorescente in situ (FISH) en la
cual se utilizan sondas de DNA, principalmente, las cuales estdn marcadas
fluorescentemente y ademas se acoplan por apareamiento de bases con los sitios
cromosOmicos que contienen la secuencia homologa (Parry y cols., 1995). Dado que
existen varios métodos para evaluar las aneuploidias, es importante elegir el adecuado
dependiendo del objetivo del estudio que se realiza. Si bien la formacién de MN es una
de las metodologias mas confiables y practicas para analizar genotoxicidad en células
somaticas (Bonassi y Au, 2002; Parry y cols., 2002), ésta debe combinarse con otras
metodologias como FISH para determinar el tipo de dafio englobado en el MN, ya que
éstos pueden originarse de fragmentos cromosomicos o del rezago de cromosomas
completos que ocurre en la anafase durante la division nuclear (Fenech, 2000).

Existen reportes que demuestran que el tratamiento con agentes disruptores de

los MT, como colchicina, taxol, albendazol (ABZ), vinblastina (VNB), etc, incrementa



la frecuencia de células con MN maés del 80% comparado con el control, y mas del 90%
de éstos contienen cromosomas completos (Barnes y cols., 2002; Basso y Russo, 2000;
Leopardi y cols., 2002; Russo y cols., 1996), por lo que podria considerarse a la prueba
de MN como una herramienta de tamizaje rapida y confiable, que nos permite obtener
datos de exposicién poblacional en corto tiempo.

La combinacién de MN con FISH es una herramienta muy poderosa, ya que
puede revelar el mecanismo por el cual se generé el dafio al DNA. De tal forma que, el
empleo de FISH representa grandes ventajas sobre cualquier otro analisis citogenético
de evaluacién de aneuploidias, ya que nos permiten la deteccion de los eventos de no
disyuncion, los cuales ocurren a menores concentraciones a las que ocurre el retraso
cromosdmico y cuyo analisis ha sido siempre subevaluado debido a falta de
metodologias para su deteccion.

En un estudio realizado por Ramirez y colaboradores, cuyo objetivo fue analizar
los eventos de no disyuncién inducidos por un antiparasitario ampliamente utilizado en
México, el ABZ, vy su metabolito activo, el sulfoxido de albendazol (SOABZ),
aplicamos la metodologia de FISH en linfocitos humanos tratados in vitro con
diferentes concentraciones de ABZ y SOABZ (Ramirez y cols., 2007). Los resultados
obtenidos de este estudio corroboraron el potencial y la sensibilidad de esta metodologia
para la deteccion de aneuploidias a bajas dosis. Nuestros datos revelaron que tanto el
ABZ como el SOABZ incrementan significativamente la frecuencias de eventos de no
disyuncion de los cromosomas 1y 7 a dosis menores a las cuales inducen MN (Ramirez
y cols., 2001). Ademas de un incremento en MN en células mononucleadas, lo que se ha
reportado como efecto de agentes que interfieren con el citoesqueleto, esto correlaciona

con su capacidad de interferir en la polimerizacion de la tubulina.



Si bien son indiscutibles los grandes beneficios y el impacto en la salud humana el
empleo de este farmaco, nuestros datos sugieren que el uso indiscriminado de este
farmaco podria no ser tan inocuo como se habia reportado, por lo que se sugieren
estudios més detallados acerca de sus efectos adversos, sobre todo en personas con poca
carga parasitaria y que reciben dosis similares a las administradas a personas con altos

indices de parasitosis.

¢ Cuales son las causas de las aneuploidias?

Las causas de las aneuploidias en los tejidos humanos aun no son claras, sin
embargo, se sugiere que la exposicion a agentes quimicos, fisicos o inclusive bioldgicos
pueden causarlas, ademas, se ha especulado sobre el papel de los micronutrientes como
un factor importante en su induccion (James y cols., 1999), asi como otro tipo de
alteraciones de tipo enddgenas, como polimorfismos en genes involucrados en el

control de los puntos de monitoreo del ciclo celular.

Induccion de aneuploidias por alteraciones en el metabolismo de los grupos
metilos

El metabolismo de los grupos metilo estd posiblemente involucrado en la
generacion de células aneuploides dado que las deficiencias en folatos pueden inducir la
desmetilacion de la heterocromatina, causando defectos estructurales del centromero,
efecto que puede inducir una distribucién anormal de los cromosomas durante la
division nuclear (Fenech, 2001). James y colaboradores (James y cols., 1999)
encontraron que el metabolismo anormal de los folatos y el polimorfismo en el gen de la
metilentetrahidrofolato reductasa puede ser un factor de riesgo maternal para el

sindrome de Down.



El consumo inadecuado de folatos durante la etapa materna y el embarazo, se
asocia con un incremento en el riesgo de leucemia en nifios resultado de tales embarazos
(Thompson, 2001), y estas leucemias frecuentemente involucran las aneuploidias del
cromosoma 17 y 21 (Nordgren, 2002). Por lo tanto, es importante el verificar si la
deficiencia en folatos incrementa el riesgo de aneuploidia de los cromosomas 17 y 21,
ya que podrian ser factores de riesgo para defectos del desarrollo, y algunos tipos de
canceres (Wang y cols., 2004).

La desmetilacion de regiones altamente repetitivas en los cromosomas de
mamifero puede dar origen a la activacion de mas de un centrémero y con ello alterar la
separacion y segregacion de los cromosomas dando origen a células aneuploides (Amor
y Choo, 2002). El tratamiento con 5-azacitidina (un agente desmetilante del DNA)
induce eventos de no disyuncion (Foss y cols., 1993). Existe evidencia de que el
metabolismo anormal de los folatos, y en general de los grupos metilo, puede permitir el
desarrollo de hipometilacion gendémica y la segregacién anormal de los cromosomas
(Lucock, 2000). Datos tanto clinicos como experimentales demuestran que la
hipometilacion del ADN gendmico esta asociada con la inestabilidad cromosémica y la
segregacion anormal. El sindrome ICF (Deficiencia inmune, Inestabilidad centromérica
y Anormalidades faciales) se caracteriza por la hipometilacion pericentromérica (Ji y
cols., 1997) y segregacion cromosémica anormal (Jeanpierre y cols., 1993). Ademas,
algunos autores han sugerido que la inestabilidad cromosémica, asi como la aneuploidia
mostrada por los tumores humanos estd relacionada en gran proporcién con la
hipometilacion del DNA (Lengauer et al., 1997; Qu et al., 1998). De todos estos y otros
estudios se ha derivado la hip6tesis que postula que el metabolismo anormal de los

grupos metilo esta asociado con el incremento en la induccién de aneuploidias.



La molécula clave del metabolismo de los grupos metilo, SAM.

Si bien mucho se habla de la asociacion de aneuploidias a las alteraciones en el
metabolismo de los grupos metilo, es importante mencionar que una de las moléculas
clave en este metabolismo es la s-adenosil-I-metionina (SAM), responsable
principalmente de las reacciones de metilacion en las células.

La metilacion es un proceso durante el cual se donan grupos metilo a moléculas
como &cidos nucleicos, proteinas y lipidos (Lu, 2000), un incremento en la metilacion
de la citosina en los dinucleétidos CpG, particularmente en las regiones promotoras 5’
de los genes de mamiferos, generalmente se asocia con una disminucion en la

expresion génica (Jones y Laird, 1999).

Las alteraciones en los patrones de metilacion del DNA de las células de
mamiferos juegan un papel central en la expresion génica especifica de tejidos, asi como
en procesos fisioldégicos como el envejecimiento y en la carcinogénesis (Poirier, 1994).
Las modificaciones post-transduccionales en las proteinas, como la metilacion, pueden
alterar la orientacion estérica, la carga y la hidrofobicidad de la proteina (Ghosh et al.,
1990). Estudios recientes acerca de la funcidén de la metilacion de las proteinas han
mostrado que este proceso contribuye a la estabilizacion de estas macromoléculas
cuando la célula enfrenta una situacion de estrés (Ladino y O’Connor, 1992; Wang et
al., 1992). Por otro lado, la metilacion de los fosfolipidos de las membranas celulares es
una via alterna para la formacién de fosfatidilcolina a partir de fosfatidil-N-
monometiletanolamina, ademas de ser un evento crucial para el mantenimiento de la
fluidez de la membrana, y por lo tanto para la regulacion de la traduccion de sefiales, el
transporte de calcio y la activacion de otras moléculas (Turchetti y cols., 2000). Como

mencionaba anteriormente, las reacciones de metilacion son catalizadas por enzimas



transmetilasas especificas para cada tipo de molécula blanco, sin embargo, hasta el

momento s6lo se conoce un donador de grupos metilo: SAM.

¢ Qué es la S-adenosil-L-metionina?

La S-adenosil-L-metionina (Figura 1) es la molécula donadora de grupos metilo,
descrita por primera vez en 1953 (Cantoni, 1953). Los sustratos precursores de SAM
son la metionina y el adenosilo del ATP, ambos interaccionan en una reaccion
sintetizada por la metionin adenosil transferasa (MAT).

SAM ha sido considerada como el segundo cofactor mas importante después del
ATP, ya que participa en diversos procesos bioquimicos, como la transmetilacion, la
transulfuracion y la aminopropilacion. En mamiferos es producida en el citoplasma de
todas las células, pero son los hepatocitos los que generan mas del 70 % del SAM en el
organismo (Lu, 2000). La biosintesis de SAM requiere del grupo adenosilo del ATP y
de la metionina como molécula aceptora. Si bien SAM se utiliza en diversos procesos
bioquimicos, son los de transmetilacién en los que se consume la mayor proporcién de
esta molécula, por lo que se considera que SAM es de gran importancia en la
regulaciéon de la expresién génica, la estabilizacion de proteinas y la comunicacion
celular al donar su grupo metilo ya sea al DNA, proteinas histonas y no histonas y a
ciertos fosfolipidos de membrana (Chiang et al, 1996; Lu, 2000).

SAM es esencial en diversos procesos celulares, por lo que deficiencias en esta
molécula se han asociado al desarrollo de enfermedades neuroldgicas, hepéticas y
cancer, es por eso que se ha utilizado en el tratamiento de algunos de estos males. Al
SAM se le han adjudicado propiedades como antidepresivo, anti-artritico, ademas de ser
utilizado como medicamento contra la colestasis, cirrosis hepéatica, migrafia y

fibromialgia (Chiang et al, 1996; Fetrow y Avila, 2001). SAM se ha utilizado para el



tratamiento de la depresion desde hace mas de 40 afios, ademas se le ha considerado

como uno de los 25 suplementos alimenticios mas importantes (Fetrow y Avila, 2001).

Figura 1- Estructura quimica de la S-adenosil-L-metionina.

Los primeros diez afios (1951-1961) del estudio de SAM, se dedicaron bésicamente al
entendimiento de la bioquimica de su sintesis (Cantoni, 1956) y a los mecanismos y
cinética enzimatica de las reacciones de transmetilacion en moléculas pequefias
(Cantoni, 1960). Ademés fue también durante este periodo cuando se descubrid la
descarboxilacion enziméatica de SAM y su papel en la formacion de poliaminas (Tabor y
cols., 1961). EIl descubrimiento de la metilacion de los fosfolipidos permitio el estudio
de SAM en la regulacion de la fluidez de las membranas lipidicas (Bremmer y

Greenberg, 1961), ademas se descubrio el papel fundamental de la metilacion en las



modificaciones post-transcripcionales del RNA y otros polinucléotidos (Borek y
Srinivasa, 1965). La metilacion de las proteinas también fue descubierta, y sus
repercusiones aun siguen siendo estudiadas, especialmente respecto a la modulacion de
la transcripcion génica (Paik y cols., 1975, Jenuwein y cols., 2005) y se concibié como
una vision integral que el proceso de transulfuracion va de la mano con el proceso de
transmetilacion, ya que la generacién de glutation a partir de la homocisteina (HC)
necesita que SAM haya donado su grupo metilo durante la transmetilacion, y asi
generar S-adenosil-homocisteina (SAH), para posteriormente convertirse en HC y
finalmente esta en cisteina, uno de los tres aminoécidos que conforman la molécula de
glutation (Laster y cols., 1964).

A lo largo de estos 10-15 afios la mayoria de las investigaciones se ocupaban del
descubrimiento de la gran variedad de reacciones de transmetilacion en las cuales SAM
estaba involucrada. En 1971, el trabajo de Axelrod abri6 el camino para otras
investigaciones que correlacionaran los procesos de transmetilacion, con los efectos
bioldgicos, ya que demostré que ciertas catecolaminas requieren de la metilacion para
tener funcion bioldgica diferencial, como lo que sucede con la norepinefrina, la cual
requiere de la metilacion para poder convertirse en epinefrina (Axelrod, 1971; Hirata y
Axelrod, 1980). La metilacién del DNA es una de las reacciones de transmetilacion mas

relevantes, ya que forma parte de un mecanismo de control de la expresion génica.

Sintesis y degradacion
SAM se sintetiza en el citoplasma de todas las células. En los mamiferos son los
hepatocitos los que juegan el papel central en el mantenimiento de los niveles de SAM,

siendo el higado el 6rgano de mayor sintesis y degradacién de esta molécula (Lu, 2000).



En él, la sintesis de SAM representa la ruta metabdlica preferencial de la metionina ya
que mas de la mitad de la metionina producida por el organismo es convertida en SAM.

La enzima responsable de la formacion de SAM es la MAT, la cual utiliza al ATP
como donador y a la metionina como substrato. En esta reaccion, el adenosilo del ATP
es transferido a la metionina, formando un ion sulfonio de alta energia que facilmente
puede transferir el grupo metilo que posee, esta reaccion es poco comun en el sentido de
que el atomo de azufre nucleofilico de la metionina ataca el carbono 5’ de la ribosa del
ATP, liberando trifosfato, en lugar de atacar a uno de los a&tomos de fdsforo, al tiempo
que se forma SAM.

Una vez que se ha formado SAM, este puede participar en dos rutas metabdlicas, la
de descarboxilacion o la de transmetilacion que conlleva a la de transulfuracion y a la
regeneracion de la metionina al entrar al ciclo de los grupos metilo (Lu, 2000).

En la ruta de la descarboxilacion, SAM es una molécula esencial para la formacién
de las poliaminas, espermina y espermidina ya que es el Unico donador de grupos
aminopropilo, los cuales son afadidos secuencialmente a la putresina, proceso que se
lleva a cabo por la descarboxilacion de SAM. En este tipo de reacciones, SAM es
convertido a SAM descarboxilado que da lugar a la metiltionadenosina. Bajo
condiciones normales, esta ruta metabolica gasta no mas de 5% del SAM producido al
dia. Sin embargo, esta puede inducirse bajo condiciones en las cuales se incrementen los
requerimientos en las poliaminas, como en la regeneracion hepatica y en los procesos de

hepatocarcinogénesis temprana (Chiang y cols, 1996; Lu, 2000).

SAM es utilizado casi en un 85% en los procesos de transmetilacion (Finkelstein y
Martin, 2000 y Mudd y Poole, 1975), reacciones en la cuales SAM dona su grupo
metilo a una gran variedad de aceptores, una vez que ha donado su grupo metilo, se

forma SAH, la cual posteriormente es hidrolizada en HC y esta a su vez puede seguir



dos rutas de degradacion, una de ellas es la formacion de cistation y posteriormente de
glutation y asi involucrar a SAM en los procesos de transulfuracion. La otra ruta

consiste en la regeneracion de metionina y reiniciar el ciclo de los grupos metilo.

Cuando las concentraciones de SAM son elevadas, la HC se utiliza en la via de
transulfuracion. Por el contrario, cuando se tienen niveles bajos de metionina y por tanto
concentraciones bajas de SAM, la HC en vez de seguir la ruta a la formacién de
cisteina, es dirigida al ciclo de metilacion para regenerar la metionina por la accién de la
metionina-sintetasa, siendo la vitamina B, un cofactor de la reaccion y el metilen
tetrahidrofolato (MTHF), la molécula donadora del grupo metilo (Boulander-Gouaille,

1999).

Funciones biologicas de SAM

Las principales funciones bioldgicas de SAM estan relacionadas con las tres
rutas descritas anteriormente. La sintesis de poliaminas, la formacién de glutation y la
generacion de compuestos metilados. Aunque la reduccion de SAM puede tedricamente
afectar la sintesis de poliaminas, este no parece ser el caso desde que se inducen
enzimas esenciales para la sintesis de poliaminas cuando los niveles de SAM son bajos,
siendo este, un mecanismo compensatorio para mantener la sintesis de poliaminas
(Thomas y Thomas, 2001). En el caso de los procesos de transulfuracion, la importancia
de SAM es la de ser el precursor de glutatién, el principal antioxidante celular (Lu,
1999). Los procesos de transmetilacion son los mas importantes desde el punto de vista
de gasto de SAM vy de la gran variedad de substratos aceptores, SAM esta involucrado
en un amplio espectro de procesos celulares, desde la destoxificacion de metales, la

fluidez de membrana hasta la regulacion de la expresion génica (Bottiglieri, 2002).



Transmetilacion

Se conoce como transmetilacion al paso del grupo metilo de SAM a una gran
variedad de moléculas aceptoras, esto se da mediante el ataque nucleofilico de las
metiltransferasas sobre el &tomo de azufre de SAM. De las primeras moléculas en las
que se descubrid este proceso, estan las catecolaminas, algunas de las cuales requieren
de la metilacion para poder realizar su funcion. A continuacion, se describen algunos de
los eventos de transmetilacion que han sido estudiados con mayor énfasis:

a) Metilacion de proteinas

La metilacion del extremo amino o carboxilo de la proteina puede conducir la
orientacion estérica, la carga, hidrofobicidad y provocar un efecto global no sélo en la
conformacién proteica, sino también en su funcionalidad, es decir, esta modificacion
post-traduccional sirve para modular la funcién de las proteinas, sin alterar su estructura
primaria (Stallcup, 2001).

La reaccion de metilacion de aminécidos mas estudiada es la N-metilacion de los
residuos de arginina, lisina e histidina y la O-metilaciéon de los residuos glutamato e
isoaspartato, la COOH- y S- metilacion de la cisteina y metionina. Sin embargo, de
todas estas reacciones, la mas estudiada es la N-metilacion de arginina, la cual ocurre en
distintas proteinas, muchas de las cuales son de tipo estructural, como las proteinas
bésicas de la mielina, la nucleolina, fibrilarina, histonas, entre otras, aunque también
ocurre en otro tipo de proteinas, como las de choque térmico (Kim vy cols., 1998). Esta
reaccion de metilacion se lleva a cabo por la metilasa I, la cual metila el nitrogeno
guanidino del residuo de arginina, la reaccion genera tres derivados metilados; N°-
monometilarginina, N€, NC®-dimetilarginina y la N®-N’®-dimetilarginina con la

subsiguiente liberacion de SAH (Kim y cols., 1998).



Existen diversos ejemplos de la importancia biolégica de la metilacion de
proteinas, por mencionar algunas: las proteinas de choque térmico al encontrarse en un
ambiente de estrés celular que propicia la desestabilizacion de las proteinas, ellas se
encuentran metiladas. La metilacion reversible de ciertas proteinas de membrana puede
estar involucrada en la traduccién de sefiales, como Ras y proteinas relacionadas a las
G. La metilacion de proteinas también correlaciona con el crecimiento y la
diferenciacion, en Escherichia coli, la metilacion de factor de elongacion correlaciona
con la fase de crecimiento de la bacteria (Kim y cols., 1998).

La metilacion de las histonas, que se conoce desde 1967 (Paik y Kim, 1967), es
importante para mantener el alto grado de organizacién de la cromatina (Sewalt y cols.,
2002). En seres humanos se descubrio el gen que codifica para la metil transferasa de
histona, la cual metila selectivamente a la lisina 9 de la H3, generando afinidad
heterocromética por las proteinas HP1l, y de esta forma crea subdominios
cromosOmicos. Este tipo de histonas metiladas se encuentra presente en las regiones de
heterocromatina, haciendo una represion génica de tipo local y también formando parte
de la heterocromatina (Sewalt y cols., 2002).

Las proteinas del citoesqueleto también son susceptibles de ser metiladas
(Schinstine y lacovitti, 1997; Moephuli y cols., 1997), se ha demostrado que durante la
neurulacion, tanto los filamentos de actina, como los microtdbulos y los
neurofilamentos se encuentran metilados, en este caso, ha sido dificil definir la funcion
de la metilacion en estas proteinas, ya que si bien se ha demostrado que la metilacién de
la histidina 73 de la actina y la lisina 394 de la tubulina no alteran en su totalidad su
capacidad de polimerizacion in vitro, no se descarta la posibilidad de que esto sea
fundamental para que se asocien con otras proteinas e inclusive para su correcta

localizacion y funcionalidad (Moephuli y cols., 1997)



b) Metilacion del DNA

La metilacion del DNA genémico en la posicién C° de las citosinas de las islas
CpG (secuencias palindromicas ricas en citosinas-guaninas que se encuentran en las
regiones promotoras de los genes), es un proceso altamente regulado que opera de
manera concertada con otros mecanismos reguladores de control de la expresion génica
y es la forma predominante de modificacion del DNA en plantas y vertebrados
(Rizwana y Hahn, 1999; Jeltsch, 2002).

La metilacion del DNA esta involucrada en un gran nimero de procesos
bioldgicos, como son: la regulacion de la expresion génica tejido especifico, la
diferenciacién celular, el imprinting gendmico, la inactivacion del cromosoma X, la
regulacion de la estructura de la cromatina, la duplicacion del DNA, la latencia viral, la
carcinogeénesis y el envejecimiento.

El 3-4% de todas las citosinas en el DNA de los mamiferos estan metiladas,
muchas de estas citosinas se encuentran en las secuencias de dinucleétidos CpG (Riggs
y Jones, 1983; Bird, 1992; Jeltsch, 2002). En el estado de preimplantaciéon ocurre una
desmetilacién del DNA, lo que trae como resultado un estado de hipometilacion del
blastocisto, el significado bioldgico de este fendmeno en las etapas tempranas del
desarrollo es aun desconocido, se piensa que es un mecanismo por el cual se eliminan
los patrones de metilacion especifica de los gametos, para la generacion de células
pluripotenciales en el estado de blastocisto. Poco tiempo después de la implantacion, se
da una onda de metilacion de novo, incrementando rapidamente los niveles de
metilacibn gendmica durante el desarrollo post-implantacion. En tejidos
extraembrionarios derivados del trofoectodermo o del endodermo primitivo, los
patrones de metilacion permanecen bajos durante la gastrulacion como si la metilacién

de novo no se hubiera activado en estas células. La metilacién de novo en ratén también



ocurre durante la diferenciacion y maduracion de los gametos y probablemente juega un
papel critico en el establecimiento del imprinting gendmico de los gametos. EI cambio
del estado de metilaciéon de genes individuales no siempre sigue la onda de
desmetilacion o de metilacion de novo global del DNA (Paulsen y Ferguson-Smith,
2001). Por ejemplo, la metilacion diferencial de las islas CpG en las regiones criticas de
algunos genes improntados son capaces de escapar el proceso de desmetilacion durante
el desarrollo de la pre-implantacion.

La funcion de la metilacion del DNA en la regulacion génica ha sido
documentada por numerosos estudios, de los que se ha concluido que ésta correlaciona
inversamente a la actividad génica, por ejemplo, la hipermetilacion de regiones
promotoras correlaciona con una disminucién en la expresion génica, como en las islas
CpG de los promotores de genes en el cromosoma X inactivo los cuales estan altamente
metilados; por otro lado la hipometilacién de las regiones promotoras coincide con una
activacion de los genes, como las islas CpG de los mismos genes del cromosoma X,
pero ahora del que esta activo (Jeltsch, 2002).

La metilacion de las islas CpG juega un papel critico en la carcinogénesis, se
han reportado ampliamente las alteraciones locales en la metilacién del DNA en un gran
namero de tumores (Johanning y cols., 2002; Feinberg, 2000). Sin embargo, el vinculo
causal entre la metilacién del DNA vy la actividad génica no ha sido completamente
establecido. En ocasiones es poco claro si la metilacion del DNA es la causa o la
consecuencia del silenciamiento génico y si la metilacion del DNA se requiere para el
mantenimiento del estado inactivado o reprimido de los genes

Es claro, que la metilacion de las citosinas juegan un papel determinante en la
tumorigénesis, sin embargo, no s6lo por un proceso meramente epigenético, en el cual

se desregula la expresion génica, sino que también pueden tener un papel importante en



la mutagénesis del tumor, ya que incrementa la desaminacién espontanea de la 5-
metilcitosina (Jones y cols., 1992; Gonzalgo y Jones, 1997) e incrementa la afinidad de
moléculas reactivas a los sitios metilados CpG (Pfeifer y cols., 2000).

La metilacion de las citosinas en el DNA de mamiferos estan
predominantemente contenidos en regiones simétricas de dinucledtidos CpG, este
proceso se lleva a cabo por enzimas conocidas como DNA metil-transferasas (DNMTS),
las cuales transfieren el grupo metilo de SAM al C° del residuo de citosina en el DNA

(Espada y Esteller., 2007; Ducasse y Brown, 2007)

SAM como un posible blanco para la accion de agentes xenobioticos

Ademas de las reacciones de metilacion, durante las cuales se consume mas del
80% del SAM intracelular, SAM juega un papel central en la formacién de poliaminas
asi como en reacciones de transulfuracion (Chiang y cols., 1996; Guilidori y cols., 1984;
Lu, 2000). El grupo aminopropilo de SAM se puede transferir a moléculas como la
putresina para formar poliaminas, mientras que en la transulfuracion se utiliza el grupo
sulfonio de SAM en la formacion de taurina y glutation, un destoxificador importante
de radicales libres (Chiang et al., 1996; Evans et al., 1997; Lu, 2000). Por lo que se
puede decir que SAM es una molécula esencial para el mantenimiento de la homeostasis
celular.

El nimero de reacciones en las cuales participa SAM solo es superado por
aquellas que involucran al ATP (Chiang et al., 1996), de manera que es facil entender
que las alteraciones en el metabolismo de SAM pueden resultar en dafio celular y por lo
tanto en cambios patoldgicos en los organismos afectados. En los seres humanos se ha
sugerido que niveles bajos de SAM pueden estar involucrados en algunas alteraciones

hepéticas, como la hepatitis alcohdlica aguda y la cirrosis, asi como enfermedades



cardiovasculares (Refsum y cols., 1998) y psiquiatricas como la depresion unipolar
(Bottiglieri y cols., 1994).

SAM ha sido utilizado como agente antidepresivo durante mas de 40 afios, en la
actualidad, también se utiliza para el tratamiento de osteoartritis, (Barcelo y cols., 1990;
Cimino y cols., 1984), desérdenes hepéaticos como colestasis, cirrosis alcohdlica y
hepatotoxicidad inducida por farmacos (Osman y cols., 1993; Varela —Moreiras y cols.,
1995).

En animales de experimentacion se ha demostrado que SAM tiene un efecto
protector contra la hepatocarcinogenicidad inducida por el &cido orético, este efecto
inhibitorio estd asociado con un incremento en la apoptosis en los ndédulos del
carcinoma (Pascale y cols., 1995). SAM reduce la aparicion de sitios fragiles en
cromosomas de linfocitos de sangre periférica tratados con fluorodesoxiuridina (Zollino
y Neri, 1987).

Existen algunos agentes xenobidticos que son capaces de modificar el estado
general de metilacién de moléculas que componen a las células eucariontes, en especial
del DNA (Gebhart y Arutyunyan, 1991), como algunos agentes carcinogénicos, dentro
de los que figuran, el benzo(o)pireno, el dimetilbenzantraceno, la aflatoxina B, la
nitrosoetilurea, la 5-azacitidina, etc (Poirier, 1994; Poirier y cols., 2003). La accion
carcinogenica de algunos metales, como el niquel y el arsénico, se ha sugerido ser
mediada por las alteraciones que inducen la metilacion del DNA (Mass y Wang, 1997).

Los seres humanos expuestos a compuestos de arsénico utilizan a SAM para
metabolizar al arsénico inorganico en compuestos metilados que son mas facilmente
eliminados del organismo (Healy y cols., 1998; Yamanaka y cols., 1997). De manera
que tratando de explicar la carcinogenicidad del arsénico, se piensa que las personas

expuestas de manera cronica a este elemento utilizan una gran proporcion de SAM



durante su destoxificacion disminuyendo la biodisponibilidad de SAM vy por lo tanto
alterando asi otros procesos de metilacion (Mass y Wang, 1997).

La exposicion a compuestos de arsénico induce un estado de hipometilacion
global del DNA, la cual tiene influencia en la sobre-expresién de oncogenes y
potencialmente induce la transformacién maligna de las células expuestas (Mass y
Wang, 1997; Zhao y cols., 1997).

Si el arsénico disminuye la disponibilidad del SAM en los individuos expuestos
crénicamente, un efecto que hasta el momento no ha sido probado, ademéas de generar
un estado de hipometilacion del DNA afectaria otros procesos bioldgicos dependientes
de la metilacién de otras moléculas como fosfolipidos y proteinas. Si lo anterior es
cierto, se podria plantear el uso preventivo de SAM exd6geno en los individuos que han

estado expuestos al arsénico durante periodos prolongados.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

SAM es una molécula esencial para diversas funciones biolégicas, las alteraciones
en su biodisponibilidad se relacionan con defectos en el funcionamiento celular. La
exposicion a arsénico reduce los niveles intracelulares de SAM, en un estudio previo
que demostré (Ramirez y cols., 2003) que la administracién exdgena de SAM reducia la
frecuencia de dafio al DNA, observado como micronucleos (MN) en células expuestas
in vitro a arsenito de sodio (NaAsO;) y en general a agentes disruptores del
citoesqueleto, dichos cambios no se asociaron a alteraciones en los niveles de
metilacion global del ADN, sin embargo, sugeria que los efectos positivos de SAM se
podrian deber a su capacidad de interaccionar con proteinas que conforman el

citoesqueleto, como los microtubulos (MT).



3. DISENO EXPERIMENTAL

Para conocer el mecanismo por el cual SAM reduce la frecuencia de MN, era
esencial identificar el tipo de dafo reducido, es decir, aquel producto de la pérdida de
cromosomas completos, o el resultado de rompimientos cromosémicos. La evaluacion
de aneuploidias se realizO mediante FISH y los rompimientos cromosémicos se
detectaron por inmunofluorescencia (IF) de la fosforilacion de la variante de histona
H2A.X, ademas de su colocalizacion con la cinasa ATM.

Para realizar estos experimentos se planed utilizar cultivos primarios de
fibroblastos humanos (FH). Sin embargo, debido a la disponibilidad del material
biologico, se logré unicamente la evaluacion de los eventos aneugénicos. En tanto que
la evaluacion de los rompimientos al ADN de doble cadena, se realizaron en células
HepG2. Los experimentos se realizaron al menos por triplicado y cada uno con sus
réplicas.

Una vez definido el tipo de dafio que SAM reducia, se disefiaron dos estrategias
para entender su mecanismo de accion: 1) estudiar dos de los blancos potenciales del
citoesqueleto para la accion del NaAsO; debido a su alto contenido en grupos sulfidrilo,
los MT y los centrosomas, ademdas de correlacionar estos cambios con los posibles
efectos en el ciclo celular y 2) el estudio de los cambios epigenéticos inducidos por
agentes inductores de aneuploidias.

El estudio de los cambios en células mitoticas se realizd6 mediante IF de MT y
centrosomas en cé¢lulas HeLa. Con el fin de obtener un alto porcentaje de células
mitéticas, las células fueron sincronizadas en la fase de sintesis (S). Considerando la
gran plasticidad de las células HelLa, ademas de la gran ventaja que representa su uso
futuro para el analisis in vivo de la dinamica e interaccion proteica, se decidio6 utilizarlas

para estas evaluaciones. Los analisis de estructura y organizacion de MT como de



centrosomas, se realizaron por microscopia confocal. Los analisis se realizaron al menos
en tres experimentos independientes con sus respectivos duplicados.

Se determinaron también los posibles efectos de SAM sobre el ciclo celular, para
lo cual se analiz6 el indice nuclear (IN) y la cinética de transicion por mitosis mediante
microscopia supravital. La microscopia supravital se realizdo con células HeLa-H4, que
son cé¢lulas HeLa transfectadas con el vector de la histona 4 (H4) acoplada a la proteina
verde fluorescente (PVF).

El analisis de los patrones de metilacion y acetilacion de histonas, ademas del
estudio de la dinamica de componentes de uniéon a nucleosomas. Para lo cual, se
utilizaron células HepG2 y técnicas de IF, asi como el andlisis de los niveles protéicos
por Western blot. Ademas del estudio de la dindmica de union de proteinas que se

unen a nucleosomas y que regulan el remodelaje de la cromatina.
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4. OBJETIVO GENERAL

Investigar los mecanismos por los cuales SAM reduce la frecuencia de células

micronucleadas, tratando de entender si reduce de manera selectiva un tipo de dafio.

Objetivos Particulares:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Evaluar el efecto de SAM sobre la induccién de cromosomas rezagados por el

tratamiento con NaAsO, mediante MN en combinacion con FISH.

Determinar el efecto de SAM sobre la frecuencia de rompimientos
cromosémicos mediante un marcador de rompimientos de cadena doble (histona

yH2A.X) en células expuestas a NaAsO;.

Investigar el posible efecto de SAM sobre las alteraciones en estructuras

mayoritarias del huso mitético provocadas por NaAsOs.

Determinar si SAM tiene algun efecto sobre las alteraciones en la transicion a

anafase causadas por NaAsO..

Analizar los posibles efectos del NaAsO, sobre el estado de metilacion y

acetilacién de histonas.

Determinar si el NaAsO, es capaz de regular la dinamica de interaccion de

proteinas de alta movilidad a los nucleosomas.

Analizar si SAM modifica la respuesta producida por NaAsO, en la metilacion y

acetilacién de histonas.



5. HIPOTESIS

Dado que SAM protege contra la induccién de MN por agentes que alteran la
polimerizacion de la tubulina, sera capaz de reducir la frecuencia de MN resultado del
rezago cromosémico, ademas, estos efectos estardan relacionados con la posible
proteccion proveida por SAM durante la formacion del huso mitotico, ya sea sobre los
microtubulos (MT) o los centrosomas.

Aunado a ello, considerando el papel de SAM en multiples reacciones de
transmetilacion, es probable que participe activamente en el remodelaje de la cromatina

0 que module los cambios inducidos sobre esta.



6. MATERIAL Y METODOS

1. Cultivo celular

Para el desarrollo de la presente tesis doctoral se establecieron cultivos primarios a
partir de prepucios de bebés sanos, ademas del empleo de diversas lineas celulares en
base a los requerimientos de mi investigacion.

1.1 Fibroblastos primarios

Los cultivos primarios que se utilizaron fueron de FH, los cuales se aislaron de

prepucios de nifios sanos de entre 1-4 afios de edad. Los prepucios se obtuvieron de
niflos que requirieran circuncision por prescripcion médica, por lo que estos niflos no
fueron expuestos a ningn procedimiento quirargico adicional a causa de este proyecto.
Una vez realizada la circuncision, los prepucios se enjuagaron en solucion salina y se
colocaron en tubos de 15 ml (Corning) con medio de cultivo DMEM alto en glucosa
(Gibco), suplementado con 3% de antibidticos Unicamente para su transportacion. Una
vez en el laboratorio, los prepucios se procesaron para la obtencion de los fibroblastos
de la siguiente forma (Figura 2): el tejido se cortdé cuidadosamente tratando de realizar
los cortes con angulos rectos y sin rasgarlo, de tal forma que se obtuvieran fragmentos
menores a 1 mm’, evitando la inclusion de vasos sanguineos. Una vez que el tejido se
corté homogéneamente, este se enjuagd en PBS en varias ocasiones. Posteriormente los
fragmentos se resuspendieron en medio de cultivos DMEM alto en glucosa (Gibco)
suplementado con 1% de aminoécidos no esenciales (Gibco), 1% de L-glutamina
(Gibco), 1% de antibidticos y 15 % de suero fetal bovino (SFB, Hyclone). Los
fragmentos de tejido se sembraron en botellas de cultivo de 25 cm® (LabTek). Una vez
sembrados, se elimino el exceso de medio de cultivo de tal forma que los fragmentos

estuvieran en contacto directo con la botella de cultivo y no flotando.



Los fragmentos se incubaron a 37° C en una atmodsfera de 5% de CO,, la
incubacion se realizd durante varios dias hasta observar los focos celulares creciendo
alrededor del tejido (Figura 2), una vez observados estos focos celulares, los fragmentos
de tejido se retiraton de las botellas de cultivo y las células adheridas FH fueron
tripsinizadas con triplex (Gibco) para volverse a sembrar en nuevas botellas de cultivo e
iniciar la propagacion. Durante el proceso de propagacion, las células se congelaban de
manera serial, de tal forma que se lograra la obtencion de reservas celulares congeladas
desde pasajes jovenes hasta los pasajes que fueran requeridos para el inicio de los
experimentos. Las células que se utilizaron para la realizacion de los experimentos
fueron a partir del 5° pasaje, conservando siempre los pasajes jovenes Uinicamente para

la propagacion celular.

A E Z
g Figura 2.- Esquema del procesamiento de los

—— prepucios humanos para la obtencion de
fibroblastos. A) corte y recoleccion en tubos
para su lavado. B) Siembra en la caja de

cultivo, C) eliminacion del exceso de medio de

cultivo, D) eliminacion del fragmento de tejido.
1.2. Células HepG2
Estas células derivadas de hepatocarcinoma humano, se cultivaron en medio
DMEM bajo en glucosa (Gibco), suplementado con 1% de glutamina (Gibco), 1% de
aminoacidos no esenciales (Sigma, Alemania), 1% de antibioticos (Gibco) y 10% de
SFB (Gibco). Las células se crecieron en cubreobjetos estériles de 12 mm y se

incubaron a 37° C con una atmésfera de 5% de CO,.



1.3. Células HeLa

Células derivadas de cancer de cervix. El cultivo de estas células se realizd en
medio de cultivo DMEM-F12 (Gibco), suplementado con 1% de glutamina (Gibco), 1%
de aminoéacidos no esenciales (Sigma), 1% de antibidticos (Gibco) y 10% de SFB

(Gibco).

2. Evaluacion de la frecuencia de células micronucleadas

Los FH se cultivaron en laminillas de cultivo de dos pozos (LabTek) y trataron
durante la fase logaritmica de crecimiento con NaAsO; (5 uM; Sigma), VNB (0.001
pM; Sigma) en presencia o no de SAM (170 nM, Sigma), durante 24 horas de cultivo.
Posteriormente al tratamiento, las células se enjuagaron con PBS y fijaron en metanol (-
20° C, JT Baker) durante 1 h. Las células se rehidrataron con PBS y enjuagaron con
100% de etanol para evitar la presencia de cristales de PBS en las laminillas. Una vez
que las laminillas se secaron, estas se tifieron con el colorante de Wright (Merck), el
cual se basa en el empleo de la eosina y el azul de metileno. La evaluacion de la
frecuencia de MN se realizd en un microscopio Optico (Leica) y se basod en criterios

internacionales (Kirsch-Volders y cols., 2000).

3. Hibridacion fluorescente in situ

3.1. Sintesis de la sonda por PCR

La sonda de DNA que reconoce el centromero de todos los cromosomas
humanos se sintetizo mediante la reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) utilizando
los siguientes primers: CENPB MSR 5’-TCC CGT TTC CAA CGA AG-3’ y la SOa

All Cen 5°- GTT TTG AAA CAC TCT TTT TGT AGA ATC TGC-3’. La reaccion se



realizé a 94°C 5 minutos, 30 ciclos de 94°C 30 segundos, 37°C 30 segundos y 72°C 1

minuto. La elongacion final del producto se realizo a 72°C 15 minutos.

3.2. Marcaje de la sonda por corrimiento de un corte

El producto de PCR se marc6 por un método enzimatico basado en la accion de
la DNAsa I proveniente de Escherichia coli, la cual a bajas concentraciones de la
enzima y en presencia de Mg > puede introducir cortes en el esqueleto de DNA.
La reaccion se llevo a cabo como sigue: A 1 ug de ADN templado (sonda producto de
PCR) se le adicionaron 16 pl de H,O bidestilada. Posteriormente se adicionaron 4 pl del
reactivo Dig-Nick Translation (Roche, Alemania) el cual contenia glicerol al 50%, 0.25
mM de dATP, 0.25 mM de dCTP, 0.25 mM de dGTP y 0.17 mM de dTTP y 0.08 mM
de DIG-11-dUTP, ademas de 15 U de DNAsa L.

La reaccion se incubd 90 minutos a 15° C y posteriormente la actividad de la
DNAsa I se inhibio6 por la adicion de 1 pl de una solucion 0.5 M de EDTA apH 8.0y

calentando a 65° C 10 minutos.

3.3. Hibridizacion y deteccion de la sonda

Una vez marcada la sonda con bases modificadas que pudieran ser detectadas
mediante el uso de anticuerpos, se realizd la hibridizacion de la misma. La sonda
marcada (100 ng) se combindé con una mezcla de hibridizacion, la cual consistio en:
50% de formamida (Merck), 10% dextran sulfato (Merck), 1x de solucion de citrato de
sodio (SSC, Merck, Alemania) y 1 pg de Cot-DNA1 (Gibco). La mezcla de
hibridizacion que contenia la sonda marcada se desnaturalizé a 70° C 5 minutos y esta
se adicion6 a laminillas con las células cuyo ADN fue desnaturalizado por temperatura

(70°C en placa de hibridizacion). A las laminillas se les adiciond un cubreobjetos y se



sellaron para evitar evaporacion de la mezcla de hibridizacion y estas se incubaron a 37°
C durante toda la noche en una camara humeda. Al dia siguiente, las laminillas se
retiraron de la camara humeda y se retiro el cubreobjetos durante un enjuague con 2x
SSC. Las laminillas se lavaron en 4x SSC con Tween al 0.1 % e incubaron con el
anticuerpo anti rodamina-Tritc (Jackson immunoresearch), el cual reconoce DIG-11-
dUTP. La incubacion se realizé a 37°C en camara huimeda 1 h. Al cabo de la hora, las
laminillas se lavaron en 4x SSC/Tween 0.1% y los nucleos celulares se tifieron con
DAPI (2 mg/ml, Roche, Alemania). Las laminillas se analizaron utilizando un
microscopio de fluorescencia Axioskop (Zeiss, México). En estas laminillas se
cuantificé el nimero de MN en al menos 1000 células, de estas, los MN que contenian
una sefial roja proveniente de la fluorescencia del anticuerpo anti rodamina-Tritc
(Jackson immunoresearch, EUA), y los MN centrémero positivo se clasificaron como
cen+, en tanto que aquellos que no presentaban ninguna sefial fluorescente proveniente
del anticuerpo, se clasificaron como centrémero negativos o cen -, como se muestra en
la figura 3. Los analisis estadisticos fueron realizados con el programa GraphPad,

utilizando una prueba no pareada de t.

enobidtico

FISH, panprohe

Ceélula con cromosoma Célula aneuploide
rezagado en el MN



Figura 3.- Representacion esquematica de la induccion de MN vy el uso de FISH para la
deteccion de cromosomas completos dentro de los MN. A) Muestra una metafase en la
cual se observa en rojo la sefal positiva para la sonda de ADN que detecta el
centromero de los cromosomas. B) Se observa una células binucleada en la que se
encuentran dos MN, uno de ellos presentando sefial positiva para la sonda centromérica
(cen +, indicado por la flecha blanca), en tanto que el otro es cen- (indicado por la

flecha verde)

3. Evaluacion de los rompimientos de cadena doble por inmunodeteccion de
YH2A. Xy ATM.

Para realizar la deteccion rompimientos de doble cadena se utilizo la
inmunodeteccion de la variante fosforilada de la histona H2A.X, la cual se presenta al
detectarse un rompimiento de cadena doble en el ADN y marcarse por la fosforilacion

de la variante de histona H2A.X por accion de ATM, como se ejemplifica en la figura 4.



Las células HepG2 se crecieron en cubreobjetos y trataron con NaAsO, (7.5
uM) en presencia o no de SAM (170 nM) durante 24 h. Después del tratamiento, los
cubreobjetos se enjuagaron en PBS y fijaron en 2% de formaldehido en PBS.
Posteriormente las células fijadas en los cubreobjetos se permeabilizaron con 0.1% de
triton X-100 10 minutos. Se realizd un bloqueo con glicina (100 mM) 10 minutos. Al
término del bloqueo, las células se incubaron con los anticuerpos anti YH2A.X (ab1174-
50, Abcam), y anti-ATM (200-301-400, Rockland) 30 minutos a temperatura ambiente
en una camara humeda. Posteriormente, se lavaron los cubreobjetos con PBS por dos
ocasiones, cada una 5 minutos. Después de los lavados, se incubaron los anticuerpos
secundarios, FITC-anti raton y rojo texas anti conejo, a temperatura ambiente en una
camara himeda 45 minutos. La tincion de los nucleos celulares se realizéo con Hoechst-
33258. Los cubreobjetos fueron montados en laminillas para su posterior analisis al
microscopio. El conteo de los focos de YH2A.X y la proteina ATM se realizé en un
microscopio de fluorescencia (Zeiss, Axiophot). La colocalizacion de ambas proteinas
(YH2A.X y ATM) se evalu6 mediante microscopia confocal utilizando secciones
opticas. Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo con el programa GraphPad,

utilizando una prueba de t.
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Figura 4.- Representacion esquematica de la fosforilacion de la variante de histona

H2A.X por ATM durante los rompimientos de cadena doble en el ADN.

4. Sincronizacion celular por bloqueo doble con timidina.



Para realizar la sincronizacion celular en metafase, se utilizaron células HelLa
cultivadas en medio DMEM-F12 suplementado como se describe en /.3. Una vez en
cultivo, con el fin de sincronizar las células, estas se trataron con timidina (2 mM,
Sigma) durante 16 h, al término de este tiempo, las células se lavaron en varias
ocasiones con PBS y se les adicion6 medio de cultivo libre de timidina. Las células se
dejaron crecer 8 h. Después de las 8 horas de cultivo se adicion6 timidina por segunda
ocasion (16 h), el medio se retird y las células fueron lavadas con PBS. Se adicion6
medio de cultivo nuevamente y las células se procesaron de acuerdo al experimento a

realizar, como se explica mas adelante.

5. Ensayos de polimerizacion de microtibulos

5.1. Andlisis de los husos mitoticos

Las células HelLa sincronizadas mediante el método del bloqueo doble con
timidina, se trataron con NaAsO (10 uM), en presencia o no de SAM (170 nM). Las
células se incubaron a 37°C hasta observar la presencia de células metafasicas. Una vez
observada la presencia de células en metafase, estas se extrajeron de las botellas de
cultivo (25 cm’, LabTek) mediante agitacion y se colectaron en tubos conicos (15 ml,
Corning). Posteriormente, se centrifugaron y el botdn celular se fij6 con metanol (-
20°C, JT Baker). Una vez fijadas las células, estas se gotearon sobre cubreobjetos para
realizar la IF de algunos componentes del huso mitdtico: centrosomas y MT. Las
células se permeabilizaron con triton X-100 (0.1% en PBS) 15 minutos a 4° C. Se
realizé un bloqueo de 1 hora con PBT (1x PBS+ 2% albtimina + 0.1% Tween 20).
Después del bloqueo, las células se lavaron en dos ocasiones con PBS y se incubaron

con los anticuerpos para centrosomas, se adiciond anti-y tubulina (Santa Cruz, EUA,

1:500) y para MT se adiciond anti B-tubulina-marcado con fluoresceina (Sigma,



Alemania; 1:500), esta incubacion se realizd durante 1 hora, al término, se realizaron
dos lavados en PBS de 5 minutos cada uno y se adiciono el anticuerpo secundario para
detectar el anti y-tubulina, para lo cual se utiliz6 anti-cabra rojo texas (Jackson
Immunoresearch, EUA; 1:1000) durante 1 hora. Posteriormente, los cubreobjetos se
lavaron en tres ocasiones con PBS (cada una por 5 minutos) y los nucleos celulares se
tifiieron con Hoechst (Hoechst, 5 pg/ml). Las células mitoticas se analizaron mediante

microscopia confocal con un equipo Leica TCS-SP2/AOBS.

5.2. Polimerizacion de MT de extractos de ovocitos de Xenopus laevis

Los huevos de la rana Xenopus laevis se obtuvieron mediante la induccion a
ovulacion con coriogonadotropina (5,000 unidades) dos dias previos a la realizacion de
los experimentos. En cada ocasion se estimularon 2 ranas y los huevos colectados se
procesaron como se explica a continuacion: los huevos se colectaron en tubos conicos
de 50 ml (Corning) y tratados con cisteina (2%, pH 7.8) con el fin de eliminar la capside
protéica que cubre a los huevos. Una vez eliminada esta capside, los huevos se
enjuagaron en 4x MMR (NaCl 1M, KCI 20 mM, MgSO4 10 mM, CaCl, 20 mM, Hepes
20 mM y EDTA 1 mM). Posteriormente estos se activaron durante 2 segundos en una
camara de choque eléctrico (12 V). Los huevos de mala calidad se eliminaron y el resto
se enjuagd en un buffer que contenia 250 mM de sacarosa, 50 mM de KCI, 1 mM de
DTT, 2.5 mM de MgCl,, 50 pg/ml de ciclohexamida y 5 pg/ml de citocalasina B. Una
vez enjuagados, los huevos se centrifugaron 10 minutos a 3000 g a 4°C, de tal forma
que se obtuvieron tres fases, de las cuales se extrajo la fase media, que era la fase que
contenia el extracto citosolico. Con el extracto se realizaron alicuotas de 20 ul, las

cuales se guardaron en nitrégeno liquido hasta su uso.



Para realizar los experimentos de polimerizacion de MT in vitro, se
descongelaron alicuotas de extracto protéico de huevos de Xenopus, estas se incubaron
1 hora a 21° C con NaAsO; (10 uM), SAM (170 nM) y la combinaciéon en presencia
de un centro organizador de MT (COMT). Como COMT se utilizaron centrosomas de
células humanas o cromatina de esperma de Xenopus laevis (1 x10° espermas). Después
del tratamiento, los extractos se centrifugaron en cubreobjetos de 12 mm a 13 000 rpm
30 minutos a 12°C. Inmediatamente después de la centrifugacion, los cubreobjetos se
fijaron en metanol (-20° C, JT Baker) 30 minutos. Al término de la fijacion, se adiciond
el anticuerpo anti- B tubulina acoplado a fluoresceina (Sigma, 1:500) 30 minutos.
Después de la incubacion, los cubreobjetos se lavaron cuidadosamente con PBS y se
adiciond Hoechst (5 pg/ml) para teiir la cromatina de esperma. La polimerizacion de
los MT se analizé por microscopia de fluorescencia y se cuantificd el nimero de asteres
interfasicos formados alrededor de la cromatina de esperma, asi como la calidad de los

mismos.

6. Analisis de ciclo celular

6.1. Microscopia de células vivas

Para este proposito se utilizaron células Hela transfectadas con el vector que
contenia el inserto de la secuencia que codifica para la histona H4 asociado al gen de la
proteina verde fluorescente, por lo que estas células se denominaron HeLLa H4-EGFP.

Estas células se sincronizaron con el protocolo de bloqueo doble de timidina y
tratadas con NaAsO; (10 uM), SAM (170 nM) y la combinacioén. La microscopia de
células vivas se realizo en células mitoticas utilizando un microscopio confocal Leica
TCS-SP2/AOBS con camara de temperatura a 37° C y una atmosfera controlada de CO,

al 5%. Las secciones Opticas se realizaron cada minuto durante 2-8 horas.



6.2. Analisis del indice mitotico

Con el fin de analizar el cambio en la transicidon de Go/M se evaluo el indice
mitdtico en células HelLa después de ser liberadas del segundo bloqueo con timidina.
Por lo que las células se crecieron en cubreobjetos y sincronizadas con el bloqueo doble
de timidina, y tratadas con NaAsO, (10 uM), SAM (170 nM) o la combinacion. A las 8,
10 y 12 horas después del tratamiento se fijaron cubreobjetos en metanol (-20° C, JT
Baker), se enjuagaron en PBS en dos ocasiones y los nucleos celulares de tifieron con
Hoechst (5 pg/ml). La evaluacion del indice mitotico se realizd en 1000 células, de las
cuales se contabilizd el nimero de metafases con respecto al nimero de células

interfasicas.

7. Analisis de estrés oxidativo por citometria de flujo.

Para evaluar la induccion de estrés oxidativo (EO), se utilizd una metodologia
fluorométrica directa, basada en el uso de 2’, 7’-diacetato de diclorofluoresceina
(DCFH-DA). Cuando este compuesto se adiciona a células intactas, el DCFH-DA cruza
la membrana celular y dentro de la célula se hidroliza por esterasas intracelulares en un
compuesto no fluorescente llamado diclofluoresceina no fluorescente (DCFH). Sin
embargo, en presencia de especies reactivas de oxigeno (ERO), DCFH es oxidado a un
compuesto altamente fluorescente llamado diclorofluoresceina fluorescente (DCF). Por
lo que la fluorescencia intracelular puede ser utilizada como un indice para cuantificar
de manera global la produccién de ERO en las células. Utilizando esta metodologia se
detectd la fluorescencia emitida mediante la citometria de flujo. Para realizar esta
evaluacion, células HeLa fueron crecidas en botellas de cultivo y cultivadas como se

refiere en 1.3. Las células se trataron con DCFH-DA (20mM) 15 minutos previos al



tratamiento con NaAsQO,. Las botellas de cultivo se cubrieron de la luz y trataron con
diversas concentraciones de NaAsO; (10, 25, 50, 100 y 500 uM) a 30 minutos, 1, 2 y 4
horas. Las células se despegaron del sustrato con tripsina (Triple express, Gibco) y se
colectaron en tubos conicos de 15 ml (Corning, EUA) e inmediatamente colocadas en
hielo. Las células se lavaron en dos ocasiones con PBS. Posteriormente el boton celular
se resuspendio en 1 ml de albimina al 1% en PBS y se adicionaron 10 pl de ioduro de
propidio (100 pg/ml). Las mediciones se realizaron en un citdometro de fluyjo BD LSR
con un total de 20 000 eventos por tratamiento. Los datos fueron procesados con el

programa Cell Quest (Becton Dickinson).

8. Transfeccion, expresion de proteinas de alta movilidad, GAM y analisis de la
recuperacion de la fluorescencia después del irradiacion (FRAP).

Para realizar estos experimentos se utilizaron células HepG2, las cuales fueron
transfectadas con efectina (Quiagen, Alemania) y 400 ng de los plasmidos de interés
(GAM N1-PVF, GAM N2-PVF y GAM Ala-PVF), para el posterior analisis in vivo de
recuperacion de la fluorescencia. Para los experimentos de recuperacion de la
fluorescencia después de la irradiacion laser, se utilizaron los parametros reportados en
(Harrer y cols., 2004). Durante este proceso, las células son analizadas utilizando un
escaneo serial con un laser de argdén (Objetivo:HCX PI APO 1bd.BI 63x1.4 aceite).
Posteriormente se evalia cada segundo el porcentaje de recuperacion de la
fluorescencia, como se ejemplifica en la figura 5 y de acuerdo a parametros ya
publicados (Phair y Misteli 2000). Para comparar intensidades de fluorescencia, los
parametros se normalizaron con respecto a las células control y se eligieron regiones de
interés, denominadas ROIs (10 pm?), estos ROIs fueron utilizados para calcular las

diferencias relativas de fluorescencia empleando el programa Leica FRAP wizard.
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Figura 5.- Representacion grafica de la recuperacion de la fluorescencia después de la
irradiacion con el laser de argon. 1) Fluorescencia inicial, 2) abatimiento de la
fluorescencia por la irradiacion, 3) recuperacion del 50% de la fluorescencia de la
fraccion movil 4) fase de recuperacion cerca de la meseta y 5) recuperacion maxima de
la fluorescencia después de la irradiacion.

9. Evaluacion de muerte celular por citometria de flujo

Las células HepG2 se incubaron en botellas de cultivo de 25 ml, al obtener el
50% de confluencia estas se trataron con diferentes concentraciones de NaAsO, (7.5,
10, 50 y 100 uM). A las 24 horas de tratamiento se evalud la muerte celular mediante
citometria de flujo y utilizando la deteccion de anexina V marcada con fluoresceina
(Roche) y la de ioduro de propidio (Sigma). Para lo cual, las células se colectaron en
tubos de 15 ml (Corning) y centrifugadas a 1100 rpm por 5 min. El boton celular se lavo
en dos ocasiones con un buffer de unién (0.1M Hepes, 140 mM NaCl y 25 mM CaCl,) e

incubd durante 20 minutos con 100 ul de la solucion de tincion (960 pl de buffer de



union, 20 pl de ioduro de propidio y 20 ul de anexina-V-Fluos). Después, se
adicionaron 900 ul del buffer de union y el porcentaje de células vivas, apoptosicas
(aquellas que daban sefal positiva para anexina y que habian incorporado ioduro de
propidio) y células necroticas (aquellas que habian incorporado ioduro de propidio
unicamente) se evalu6 con un citometro de flujo LBR-BD (Becton Dickinson),

utilizando el programa Cell Quest y analizando 20 000 eventos.

10. Inmunodeteccion por fluorescencia de modificaciones de histonas.

Las células HepG2 se crecieron en cubreobjetos y se trataron en cultivo con
NaAsO, (10 uM), SAM (170 nM) y la combinacion, durante 24 h. Al término del
tratamiento, las células se enjuagaron en PBS y fijaron en formaldehido al 2% 10
minutos. Posterior a la fijacion, las células se permeabilizaron con triton X-100 al 0.1%.
Las células se trataron con glicina 100 mM con el fin de bloquear uniones inespecificas
durante la inmunolocalizacion. Los anticuerpos utilizados fueron de la marca AbCam y
se utilizaron como sigue: H3K9 acetilado (ab12178, 1:1000), H3K4 dimetilado
(ab7766, 1:500), H3K4 trimetilado (ab8580, 1:1000), H3K9 dimetilado (ab7312,
1:500), H3K9 trimetilado (ab1186, 1:1000), H4K20 trimetilado (ab9053, 1:500) y
H3K27 trimetilado (ab6002, 1:200). La inmunolocalizacion se realizé en una camara
himeda a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizaron dos lavados con PBS y
se adiciono el anticuerpo secundario acoplado a rojo texas. Los nucleos celulares se
tifieron con 10 pl de Hoechst (5pg/ml), los cuales se adicionaron durante 10 minutos.
Los cubreobjetos se montaron en laminillas con una solucion anti-desvanecimiento

(Mowiol, Hoechst).



11. Preparacion de extractos protéicos nucleares para analisis de Western
Blot de las modificaciones de histonas.

Los nucleos celulares se aislaron y contabilizaron de acuerdo a métodos estandar
(Luhrs y cols., 2002). Tanto la electroforesis como la transferencia protéica se
realizaron de acuerdo a métodos estandar. Para comparar la eficiencia del cargado asi
como la de la transferencia, la membrana de nitrocelulosa fue tefiidda con Ponceau S.
Posteriormente, se bloquearon las posibles uniones inespecificas de los anticuerpos
mediante el uso de una solucion 5% de leche libre de grasa disuelta en TBST, este
bloqueo se realiz6 durante 1 hora. Una vez realizado el bloqueo, las membranas de
nitrocelulosa se incubaron con los diferentes anticuerpos en 3% de albumina, la
incubacion se realizo a 4° C toda la noche. Los anticuerpos utilizados fueron: H3K9
acetilado (ab12178, 1:10000), H3K4 dimetilado (ab7766, 1:5000), H3K4 trimetilado
(ab8580, 1:5000), H3K9 dimetilado (ab7312, 1:5000), H3K9 trimetilado (ab1186,
1:5000), H4K20 trimetilado (ab9053, 1:10000) y H3K27 trimetilado (ab6002, 1:2000).
Después de tres lavados en TBST, las membranas de nitrocelulosa se incubaron con los
anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa en 5% de leche libre de grasa. La

deteccion del anticuerpo se realizo por quimioluminscencia.



7. RESULTADOS

Discernir el tipo de dafio que es reducido por SAM en presencia de
xenobioticos

Dado que existe un reporte en el que se demuestra la eficiencia de SAM para
reducir la frecuencia de MN inducida por agentes genotoxicos que interaccionan con el
citoesqueleto (Ramirez y cols., 2003), el primer acercamiento para tratar de entender el
mecanismo por el cual lo hacia, fue determinar el tipo de dafio que era capaz de reducir,
es decir el dafio resultado de rompimientos cromosémicos o el dafio producto de la
pérdida de uno o mas cromosomas completos (Figura 6), de tal forma que se disefiaron
dos estrategias, la evaluacion de sus efectos en la reduccién de células aneuploides y el
analisis de la reduccion de rompimientos cromosomicos.

Rompimiento
ADN

A O \-»j;mb »%8

Interaccién con el
huso mitético

0 +9-§

Células Células
mitoticas micronucleadas

Figura 6.- Esquema representativo que ejemplifica los dos tipos de eventos que pueden
desencadenar la formacion de células micronucleadas A) Eventos de rompimientos
cromosomicos o B) Eventos de pérdida de cromosomas completos por interaccion con

la maquinaria de segregacion cromosomica.



Reduccidn de la frecuencia de MN con cromosomas completos por la adicion de
SAM.

SAM reduce la frecuencia de MN inducidos por el NaAsO; en FH (Figura 7A) de
manera similar a lo ya reportado previamente en otros tipos celulares (Ramirez y cols.,
2003). Ademaés reduce los MN inducidos por el tratamiento con VNB (Figura 7B).

En la figura 8 se muestra la frecuencia de MN cen + contra los cen - inducidos
tanto por NaAsO, como por VNB, los datos muestran que en tanto el NaAsO, provoca
la formacion de MN cen- y cen+ en una proporcion 1:1 (Figura 8 A). El tratamiento
conjunto con SAM revela que Unicamente la frecuencia de los MN cen+ son
disminuidos significativamente (p<0.0001) en las células expuestas a NaAsO,. En el
caso del tratamiento con VNB, se observa que casi el 90% de las células
micronucleadas presentan centromero positivo en los MN, efecto que fue
significativamente reducido por el tratamiento conjunto con SAM (Figura 8 B). Estos
resultados indican que SAM reduce de manera selectiva el potencial aneugénico del

NaAsO,, pero no asi su capacidad clastogénica.
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Figura 7.- Frecuencia de fibroblastos humanos con micronucleos (MN) en cultivos

tratados con arsenito de sodio (A, NaAsO,, 5 uM) o vinblastina (B, VNB, 0.001 uM),

con o sin s-adenosil-L-metionina (SAM, 170 nM). Los MN fueron determinados en

1000 células mononucleadas (MNC) p<0.0001.
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Figura 8.- Frecuencia de células con micronucleo centrémero positivo (MN) cen+ o
MN centrémero negativo (cen-) en cultivos tratados con arsenito de sodio (A, NaAsO,,
5 uM) o vinblastina (B, VNB, 0.001 uM) con o sin s-adenosil-I-metionina (SAM, 170

nM), p<0.0001.

SAM no protege contra la induccion de rompimientos de doble cadena inducidos

por NaAsO,.



La fosforilacion de la variante de histona H2A.X (yH2A.X) se ha reportado como
un indicador de rompimientos de cadena doble (Mukherjee et al., 2006). Por lo que se
utiliz6 la deteccion de un anticuerpo que reconoce la version fosforilada de H2A.X
(YH2A.X) con el fin de cuantificar los rompimientos de cadena doble inducidos por el
NaAsO,. Ademas se utilizd la colocalizacion con la cinasa ATM, la cual fosforila a
H2A.X para iniciar la reparacion del ADN, para corroborar que los focos de yH2A.X se
debian a un proceso de reparacion del ADN mas que a la muerte, ya que la presencia de
fosforilacion de H2A.X puede llevarse a cabo por la DNA cinasa PK durante un proceso
apoptosico (Mukherjee y cols., 2006).

El analisis de los focos de yH2A.X revela que SAM no reduce la proporcion de
rompimientos de cadena doble (es decir, el nmero de focos yH2A.X) inducidos por
NaAsO,. La figura 9 A muestra la frecuencia de rompimientos de cadena doble,
evaluados como el nimero de focos yH2A.X. El tratamiento durante 24 h con NaAsO,
incremento significativamente el nimero de rompimientos de cadena doble en células
HepG2 (p<0.0001). Un ejemplo de las inmunofluorescencias de yH2A.X y su
colocalizacion con ATM se puede apreciar en la figura 9. Estos datos revelan que SAM

no reduce los efectos clastogénicos de NaAsO,.

El incremento en la proteina yH2A.X correlaciona con la expresion de ATM.
Dado que yH2A.X puede indicar la muerte celular por apoptosis, se decidio investigar si
la presencia de esta proteina fosforilada correlacionaba con la presencia de componentes
de la maquinaria de reparacion del ADN. Los datos de colocalizacién de la proteina
ATM con yH2A.X muestran 100% de superposicién, lo que corrobora que el nimero
de focos de yH2A.X se incrementd en respuesta a la presencia de rompimientos de

cadena doble inducidos por NaAsO,.
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Figura 9.- Anaélisis de los efectos de SAM sobre la frecuencia de rompimientos de
cadena doble inducidos por arsenito de sodio (NaAsO,, 7.5 uM) en células HepG2

p<0.0001. A) Frecuencia de focos de la variante fosforilada de histona H2A.X

(yH2A.X) como un marcador de rompimientos de cadena doble. B) Secciones opticas



de células HepG2 mostrando la inmunodeteccion de los focos yH2A.X (rojo texas) en
células tratadas con NaAsO,, con o sin s-adenosil-L-metionina (SAM, 170 nM). C)
Secciones opticas de células HepG2 mostrando la colocalizacion de yH2A.X (rojo
texas) y la cinasa ATM (fluoresceina) en células tratadas con NaAsO,, con 0 sin s-
adenosil-L-metionina (SAM, 170 nM). p<0.001

b) Efectos de SAM sobre el dafio provocado por NaAsO; sobre componentes
de la maquinaria de segregacion cromosomica y su relacion con alteraciones en el
ciclo celular

Efectos genotoxicos y sobre la maquinaria de segregacién cromosomica del
NaAsO, en células HelLa
El NaAsO, incrementd la frecuencia de células HeLa con MN (Figura 10), efecto que

fue reducido significativamente por la adicion de SAM (p<0.0001).
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Figura 10.- Frecuencia de células HeLa con micronucleos (MN) tratadas 24 horas con
arsenito de sodio (NaAsOz, 10 uM), s-adenosil-L-metionina (SAM, 170 nM) y la
combinacion p<0.0001.

Con el fin de discernir el mecanismo por el cual SAM reduce la frecuencia de MN
y ademas de aquellos que poseen cromosomas completos, se investigaron sus efectos
sobre las alteraciones en componentes fundamentales de la maquinaria de segregacion
cromosoOmica, por lo que se utilizaron dos acercamientos: 1) andlisis de estructuras de
los husos mitéticos y 2) un modelo acelular de polimerizacién in vitro de MT en
extractos de Xenopus laevis.

Los datos obtenidos del analisis de células HelLa indican que aunque los MT se
organizan en husos mitéticos en presencia de NaAsO,, la inmunodeteccion fluorescente
de los centrosomas (y-tubulina) y de los MT (B-tubulina) revela que este compuesto
induce amplificacion de centrosomas, efecto que tiene como consecuencia la formacion
de husos mitdticos multipolares (p<0.01) (Figura 11). La amplificacién de los
centrosomas correlaciona con la presencia de cromosomas fuera de la placa metaféasica,
inclusive grupos de cromosomas en los polos del huso mitético. Sin embargo, la adicion
de SAM reduce significativamente el numero de células con centrosomas

supernumerarios (p<0.01).
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Figura 11.- Evaluacion de las aberraciones mitdticas inducidas por arsenito de sodio
(NaAsO,, 10 uM) y el efecto de la s-adenosil-L-metionina (SAM, 170 nM) sobre estas.
A) EI ADN estd marcado con DAPI (azul), la IF de los MT marcados con fluoresceina
(verde, Tub-FITC) y la sobreposicion de las secciones Opticas. B) Frecuencia de
aberraciones centrosomicas y husos mitéticos multipolares con respecto a los distintos
tratamientos, p<0.01. C) Figuras representativas de las células control y las tratadas con

la combinacion NaAsO,+SAM, donde se puede apreciar los MT (Verde, Tub-FITC) y



en el centrosoma (Rojo, y-Tub-TxRed), el punto en donde se sobreponen la secciones
Opticas se observa en amarillo (flecha).

Tratando de entender si la induccion de rezago cromosomico era un evento debido
a un problema estérico, es decir, que el NaAsO, al interaccionar con los MT redujera el
tamafo de los husos mitéticos, de tal forma que no existiera suficiente espacio para que
se permitiera la correcta alineacion e inclusive segregacion de los cromosomas, por lo se
evaluaron las longitudes y amplitudes maximas de los husos mitoticos en células
tratadas con NaAsO,, ademas se utilizaron como controles otros dos agentes
aneugénicos clasicos, la VNB y el nocodazol (NDZ). Los datos obtenidos de estos
analisis no muestran diferencias significativas con respecto al tamafio de los husos,
como se observa en la figura 13, en donde se aprecia una tendencia a la reduccién en
cuanto a la amplitud de los husos mitoéticos, sin embargo, esta diferencia no es
estadisticamente significativa.

Tratando de realizar una evaluacion més exacta del tamafio de los husos mitoticos,
se realizaron una serie de reconstrucciones tridimensionales (3D) de mitades de husos
mitoticos para determinar la existencia de alteraciones tanto en la topologia como en el
tamano de los mismos, un ejemplo de estas reconstrucciones se muestra en la figura 13.

De estos analisis no se encontraron respuestas concretas, dado que solo existe una
tendencia a la reduccion del tamafio de los husos mitéticos, sin embargo, dadas las
dificultades metodologicas para realizar estas evaluaciones el margen de error fue muy
grande, lo que limitd en gran medida esta evaluacion, por lo que en el futuro se

recomienda el empleo de métodos mas exactos.



Figura 12.- Evaluacion del tamafio aproximado de la maxima longitud y amplitud de
los husos mitéticos con respecto a los diferentes tratamientos, arsenito de sodio

(NaAsO,, 10 uM), nocodazol (NDZ, 0.0001 uM) y vinblastina (VNB, 0.001 uM).
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Figura 13.- Reconstrucciones tridimensionales (3D) de mitades de husos mitéticos. A)
Reconstruccion 3D de una célula control, en azul se observa la reconstruccion de la
cromatina (DAPI) y en rojo se observa la reconstruccion de una de las mitades del huso

mitdtico. B) Reconstruccion 3D de una célula tratada con NaAsO,, en azul se observa la



reconstruccion de la cromatina (DAPI) y en rojo se observa la reconstruccién de una de
las mitades del huso mitoético.

En cuanto al andlisis del modelo acelular, se analizaron varias posibilidades, 1) la
polimerizacion de los MT sin COMT (Figura 14 A), 2) la polimerizacion dirigida
utilizando como COMT a centrosomas humanos (Figura 14 B) y por ultimo 3) la
polimerizacion en la que se utilizaba a la cromatina de esperma como COMT (Figura 14
C). Desafortunadamente, la evaluacion sin COMT mostré un margen de error muy
grande, de tal forma que solamente se analizaron aquellos extractos en donde un COMT
dirigiera la polimerizacion. El uso de los centrosomas de humano como COMT fue
descartado, ya que estos representaban multiples complicaciones metodol6gicas no sélo
para su aislamiento, sino que también para su mantenimiento durante todo el
experimento y al realizar las réplicas del mismo, por lo tanto, se utilizé solamente la
cromatina de esperma, la cual funcion6 de manera Optima para poder reproducir los
resultados cuantas veces fueron necesarias.

De estos analisis se encontré que la polimerizacion de los MT es inhibida casi en
su totalidad por la administracion de NaAsO,. No obstante, la combinacién con SAM
restaur6 la polimerizacién de los MT, permitiendo su organizacién en asteres
interfasicos (Figura 15). Sin embargo, la presencia de cromatina de esperma con asteres
de MT interfasicos es significativamente reducida en comparacion con los extractos

control y los tratados Unicamente con SAM.
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Figura 14.- Esquemas representativos de la polimerizacion in vitro de MT en extractos
interfasicos de Xenopus laevis. A) Polimerizacién inducida sin centro organizador de
MT (COMT), B) Polimerizacion inducida con centrosomas humanos como COMT, Cy
D) Polimerizacion de MT tomando como COMT cromatina de esperma, MT (MT-

TxRed) y COMT (Hoechst).
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Figura 15.- Polimerizacion in vitro de MT utilizando como centro organizador de MT
(COMT) a la cromatina de esperma. A) cromatina de esperma marcada con Hoechst,
MT marcados con fluoresceina (FITC). B) Frecuencia de asteres interfasicos
encontrados en los extractos tratados con NaAsO; (10 uM), SAM (170 nM) vy la

combinacion.



Analisis del ciclo celular

Los analisis de microscopia supravital revelan que el tratamiento con 10 uM de
NaAsO,, en células sincronizadas con el bloqueo doble de timidina, induce un
incremento tiempo dependiente en el porcentaje de células mitéticas (Figura 16 B), las
cuales retrasan la transicion a anafase, en tanto que, las células tratadas con la
combinacion NaAsO,-SAM muestran una recuperacion en el nimero de células
mitoticas a tiempos mas cortos y una completa reduccion después de varias horas de
tratamiento (Figura 16 C). Dado las dificultades de contabilizar estos efectos por
microscopia supravital, se evalud el indice mitotico con respecto al tiempo después de la
sincronizacion. Los datos corroboran las observacion obtenidas por microscopia
supravital, ya que las células tratadas con NaAsO, y aquellas tratadas con la
combinacion muestran un incremento significativo en el numero de células mitéticas a
las 12 y 14 horas (p<0.0001, figura 18 A) con respecto a las células control y las
tratadas con SAM. Sin embargo, aquellas tratadas con la combinacion tienen una
disminucion significativa en el nimero de células mitéticas a estas mismas horas, con
respecto a las tratadas unicamente con NaAsO; (p<0.0001, Figura 18 A). La figura 17
muestra una representacion esquematica del retraso en el ciclo celular inducido por
NaAsO; en metafase.

El analisis del indice nuclear (IN) y las figuras mitoticas después de las 24 horas de
tratamiento (Figura 18 B) muestra diferencias significativas (p<0.001). Los IN
calculados son: control de 1.64, NaAsO, de 1.46, SAM con 1.69 y 1.53 en el caso del
tratamiento combinado NaAsO,-SAM. El nimero de células binucleadas en los cultivos
tratados con NaAsO, son menores que aquellos tratados con la combinacion, lo que

demuestra que NaAsO, reduce el nimero de células binucleadas. De manera similar, el



NaAsO, incrementa el nimero de células mitdticas después de las 24 horas de
tratamiento (p<0.0001 con respecto al control), efecto que es reducido por la adicién de

SAM (P<0.001 con respecto a NaAsOy).
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Figura 16.- Microscopia supravital de células HeLa H4-EGFP. Las flechas indican
células mitoticas, A) control, B) células tratadas con NaAsO, y C) Células tratadas con

NaAsO, y SAM.
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ura 18.- A) Frecuencia de células mitéticas a lo largo del tiempo en células HelLa
sincronizadas y tratadas con arsenito de sodio (NaAsO,, 10 uM), SAM (170 nM) y la
combinacién. B) Cinética de proliferacion celular en células HeLa no sincronizadas y
tratadas durante 24 horas, células mononucleadas (MNC), binucleadas (BNC),

polinucleadas (PNC) y mitosis en 1000 células.

Evaluacion del estrés oxidativo inducido por NaAsO,



Dado que los efectos del NaAsO, sobre los MT y centrosomas podria deberse a la
generacion de ERO, se investigo esta posibilidad. El andlisis de ERO revela una curva
dosis-respuesta de NaAsO, y la induccion de ERO. Los resultados indican que NaAsO,
induce ERO de forma dosis y tiempo dependiente (Figura 20). Sin embargo, bajas
concentraciones (10 uM) no inducen la formacion de ERO en proporciones detectables
por el sistema utilizado. Las concentraciones iguales o por arriba de 50 uM a tiempos
mayores de 30 minutos incrementan significativamente ERO. Estos datos sugieren que
la generacion de radicales libres no estd relacionada con las alteraciones en el huso

mitdtico y tampoco con las del ciclo celular.
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Figura 19.- Estrés oxidativo inducido por arsenito de sodio a diferentes concentraciones

(NaAsO,, 10, 50, 100 y 500 uM) y a diferentes tiempos (30 minutos, 1, 2 y 4 horas)

c) Evaluacion de los efectos de SAM sobre la capacidad moduladora del
NaAsO; en la cromatina.

Citotoxicidad de NaAsO; en células HepG2.



Los efectos celulares del NaAsO; son dependientes de la dosis utilizada, tiempo de
exposicion y tipo celular. Por lo que se evalu6 la citotoxicidad del NaAsO, en células
HepG2 mediante la deteccidn de anexina V por citometria de flujo.

Las células HepG2 fueron expuestas a NaAsO, durante 2, 4, 12 y 24 horas a
diferentes concentraciones, 7.5, 10, 15, 50 y 100 uM. Se evalu6 la induccion de
apoptosis mediante la cuantificacion de fluoresceina acoplada a anexina-V y la de
ioduro de propidio. Los resultados muestran que especialmente a tiempos cortos de
exposicion el numero de células apoptdsicas se incrementa con respecto a la
concentracion de NaAsO,, lo que sugiere que la induccion de apoptosis por NaAsO; es
dosis-dependiente (Tabla | y Figura 20). De igual forma esto fue observado para
tiempos largos de exposicion, 12 y 24 horas. De manera interesante se observé que las
dosis més altas 50 y 100 uM indujeron necrosis en mayor proporcion que la apoptosis.
Estos datos muestran que los efectos citotoxicos del NaAsO, son dosis dependientes,
especialmente a bajas concentraciones, sin embargo, es independiente del tiempo de
exposicion.

Los datos aqui descritos, asi como los listados en la Tabla I, indican que los efectos

citotoxicos del NaAsO; en este tipo celular son menores.

Tabla 1.- Induccion de muerte por arsenito de sodio (NaAsO,) tiempo y dosis

dependiente en celulas HepG2. Los nimeros estdn dados en porcentajes.



Tratamiento

Exposicion | Células
(horas) muertas control | 7.5uM 10 M 15 pM 50 uM
2h Necrosis 0.42 0.46 0.49 0.45 n.d.
apoptosis 3.64 5.27 5.23 7.43 n.d.
4 h Necrosis 0.52 0.66 0.63 0.71 n.d.
apoptosis 3.03 3.52 2.17 4.65 n.d.
12 h Necrosis 0.48 121 1.17 145 0.61
apoptosis 1.05 2.63 3.10 3.54 3.87
24 h Necrosis 1.07 1.99 4.60 5.56 5.86
apoptosis 2.41 5.89 4.37 4.52 3.62
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Figura 20.- A) Porcentaje de células apoptoéticas inducidas por NaAsO, con respecto al
tiempo y la concentracion. B) Porcentaje de células necréticas inducidas por NaAsO;

con respecto al tiempo y la concentracion.

NaAsO, no afecta el estado de metilacion de histonas



Al igual que las alteraciones en la metilacion del ADN se relaciona con
inestabilidad genética y en la modulacion de la expresion génica, también lo han sido
las alteraciones en las modificaciones de histonas.

Las modificaciones de histonas, son consideradas como reguladores importantes de
la organizacion del genoma y la expresion génica. Por lo que se decidio analizar el
estado de metilacion global de histonas durante el tratamiento con NaAsO,, para ello se
realizaron IF de estas modificaciones de histonas, al igual que estudios de Western blot.

Se analizaron patrones de metilacion de histonas que son caracteristicos de
cromatina activa, como la di y trimetilacion de la histona H3 en la lisina 4 (H3K4me2 y
H3K4me3), en tanto que los que son caracteristicos de cromatina inactiva son la di y
trimetilacion de la histona H3 en su lisina 9 (H3K9 me2 y H3K9 me3) o la trimetilacion
de la histona H4 en la lisina 20 (H4K20 me3). Los analisis de las IFs revelan una
distribucion similar de los patrones de metilacion global de las modificaciones de
histonas, lo que sugiere que a este nivel el NaAsO, no tiene una influencia (Figura 21).
Estos datos se corroboraron por los anélisis de Western blot.

Ya que durante el proceso de detoxificacion del arsénico, este al ser metilado
provoca la reduccién en los niveles de SAM, se evalu6 el efecto de la administracion
exogena de SAM sobre la modulacion de la cromatina inducida por NaAsO,, ademas
como control positivo se utilizd 5-azacitidina (10 uM). Los datos encontrados por
Western blot revelan que la adicion de SAM o la exposicién a 5-azacitidina afectan los
niveles globales de metilacion de histonas (Figura 21 C).

El analisis detallado de las IFs muestra un incremento en la fluorescencia en
aquellas celulas tratadas con NaAsO,, por lo que decidi evaluar la intensidad de
fluorescencia emitida por las células expuestas a los diferentes tratamientos. Las

intensidades relativas de fluorescencia se analizaron con el programa Leica Lite y los



datos obtenidos se muestran en la Tabla Il. A excepcién de las intensidades de
fluorescencia de H3K4 dimetilado y H3K27 trimetilado, el resto de las modificaciones
de histonas mostraron un incremento significativo respecto al tratamiento con NaAsO,.
Ademas, se observo que la administracion de SAM incrementa la fluorescencia de
H3K4 dimetilado y trimetilado, H4K20 y H3K27 trimetilados. En tanto que el
tratamiento con 5-azacitidina elevo considerablemente la fluorescencia de la mayoria de
las modificaciones de histonas (Figura 21 B). Dado que los patrones de IF asi como los
datos de Western blot permanecieron idénticos aln después de los diferentes
tratamientos, sin embargo, las intensidades relativas de fluorescencia fueron diferentes,
se sugiere que este incremento puede deberse a un mejor acceso del anticuerpo a los
nucleosomas debido a la apertura de la cromatina que los diferentes tratamientos

inducen.

Tabla I1.- Intensidades de fluorescencia de los patrones de metilacion en células HepG2
después del tratamiento con arsenito de sodio (NaAsO,, 7.5 uM), SAM (170 nM), la

combinacion, y 5-azacitidina (5-aza, 10 uM).

Modificacion Tratamiento
Control +NaAsO2 +SAM +NaAsO2/ +5-aza

de histonas TSAM




H3K4 me2 96.23 £ 16.6 9442 + 18.42 136.44£19.72 | 12479+21.93 | 149.08 3201
p=0.7164 p<0.0001 p<0.0001 p<0.0001
H3K4me3 121.81£1496 | 222.001+18.76 | 191.65+3853 | 219.917+21.64 | 239.501* 14.84
p<0.0001 p<0.0001 p<0.0001 p<0.0001
H3K9 mel 69.79 £ 10.12 100.93 + 22.86 71.89 £ 10.79 88.25 £ 20.39 11153 + 27.88
p<0.0001 p=0.5025 p=0.0007 p<0.0001
H3K9 me2 84.45 + 9.99 95.43 £ 12.96 89.78 = 11.74 112.66 + 13.44 89.12 + 10.32
p=0.0018 p=0.097 p<0.0001 p=0.1412
H3K9me3 72.11£10.29 107.28 + 12.61 7431 £ 11.67 12504 £27.89 | 12457 +20.86
p<0.0001 p=0.4166 p<0.0001 p<0.0001
H4K20me3 12551 1346 | 165.61%20.27 | 152.72+18.85 | 13494%2229 | 176.33+22.65
p<0.0001 p=0.0012 p=0.2544 p<0.0001
H3K27 me3 69.63 £ 16.19 63.51 % 9.55 88.63 £ 15.62 54.71+9.89 83.3%15.02
p=0.1657 p<0.0001 p=0.003 p=0.0044
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Figura 21.- El arsenito de sodio no altera el patron de metilacién de histonas. A)
Anaélisis inmunofluorescente de los patrones de metilacion de histonas, se ejemplifica
las siguientes modificaciones, H3K4 me2, H3K4 me3, H3K9 me2 y H3K9 me3. B)
Intensidad de fluorescencia de los patrones de metilacion en células HepG2 después del
tratamiento con arsenito de sodio (NaAsO,, 7.5 uM), SAM (170 nM), la combinacion,
5-azacitidina (5-aza, 10 uM). C) Analisis por Westen Blot (WB) de las modificaciones
de histonas después del tratamiento con arsenito de sodio (NaAsO,, 7.5 uM), s-

adenosil-L-metionina SAM (170 nM), la combinacion, 5-azacitidina (5-aza, 10 uM).

Induccion de acetilacion de histonas por NaAsO;

De manera similar a la metilacién de histonas, se analizaron los patrones de
acetilaciéon de histonas. Como un marcador de la apertura de la cromatina se evalud la
acetilacion de las histona 3 en la lisina 9 (H3K9ac), ademas de un marcador de
acetilacion global de proteinas (pan-lisina). Como control del experimento se utiliz6
tricostatina A (TSA, 100 nM) ya que este compuesto induce hiperacetilacion de la
cromatina.

El andlisis de este efecto revela que NaAsO, incrementa significativamente la
hiperacetilacion de H3K9ac y pan-lisina (Figura 22) de manera similar al tratamiento
con TSA. Ademas, el tratamiento con 5-azacitidina provoca cambios en los patrones de
acetilacion de H3K9 ac y pan-lisina. Estos resultados se corroboraron mediante Western
blot y demuestran de manera clara que el NaAsO; al incrementar la acetilacion de H3K9
induce la apertura de la cromatina, de manera similar al efecto promovido por los
controles positivos, TSA y 5-azacitidina. Ademas, la hiperacetilacion de proteinas en
general, revela en la inmunodeteccion del anticuerpo panlisina (Figura 22), sugiere que

tiene la capacidad de modificar diversos procesos celulares.



El tratamiento con SAM, no induce cambios significativos sobre los efectos

moduladores del NaAsO,.
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Figura 22.- El arsenito de sodio altera el patrén de acetilacion de histonas. A) Analisis

inmunofluorescente de los patrones de acetilacion de la histona H3K9 ac y de proteinas



en general, B) Intensidad de fluorescencia de los patrones de metilacion en células
HepG2 después del tratamiento con arsenito de sodio (NaAsO,, 7.5 uM), s-adenosil-L-
metionina (SAM, 170 nM), la combinacion, 5-azacitidina (5-aza, 10 uM). C) Anélisis
por Westen Blot de las modificaciones de histonas después del tratamiento NaAsO,
(7.5 uM), SAM (170 nM), la combinacion, 5-azacitidina (5-aza, 10 uM) y tricostatina A
(TSA, 100 nM), D) Densidades opticas promedio de los Western Blot para el analisis de

la acetilacion de histonas.

El NaAsO; eleva la movilidad de las proteinas GAM

Las proteinas GAM (grupo de alta movilidad) son elementos estructurales de la
cromatina, los cuales se unen dindmicamente al ADN y/o a los nucleosomas. La unién
de las GAM a los nucleosomas (GAMN, grupo de alta movilidad nucleosomal) pueden
bloquear el acceso a factores que modifican los extremos aminos terminales de las
histonas. En tanto que el incremento en esta dinamica de union de las proteinas GAMN
a los nucleosomas sucede cuando la cromatina se encuentra abierta y mas accesible a
distintos factores reguladores y por lo tanto correlaciona con la activacion
transcripcional (Lim y cols., 2004). Para evaluar la influencia del NaAsO, sobre la
dindmica de estas proteinas remodeladoras de la cromatina, se disefié un sistema en el
cual se utilizé la sobreexpresion de las proteinas GAM en quimera con una PVF que
sirve como reportero de la presencia de las proteinas GAM, la sobreexpresion se realizo
en células HepG2. La dinamica de las proteinas se evalu6 mediante FRAP después de la
exposicion de las células a NaAsO; durante 12 h. Se evalu6 la dinamica de tres GAMs,
dos que se unen a los nucleosomas (GAM N1-PVF y GAM N2-PVF) y una tercera que
se asocia al ADN (GAM A1-PVF). Los resultados de los analisis de FRAP se resumen

en la figura 20. Brevemente, para poder calcular el tiempo de recuperacion del 80 % de



fluorescencia esperada, es decir, el de los controles, se realizé una irradiacion previa.
Los valores para los controles fueron de 4.19+ 0.63 segundos para GAM N1-PVF, 4.12
+ 1.21 segundos para GAM N2-PVF y 3.17 + 0.73 segundos para GAM A1l-PVF.
Después del tratamiento con NaAsO, t80 se redujo a 2.17+0.56 seg para GAM N1-PVF
(p<0.0001) y a 2.05 +0.56 para GAM N2-PVF (p<0.0001) (Figura 23). Estos resultados
indicaron que NaAsO, incrementaba significativamente la dindmica de GAM N1y N2.
Sin embargo, cuando se analizé el comportamiento de GAM A1 después del tratamiento
con NaAsO, se observd que aunque hubo una reduccién de la t80 a 2.86 + 0.56
segundos, esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0.22), lo que indica
que la dinamica de las proteinas que se unen directamente al ADN no es afectada por el
tratamiento con NaAsO,. En conjunto, estos datos sugieren que el NaAsO; es capaz de
modular las propiedades cinéticas de proteinas remodeladoras de la cromatina, actuando

de manera preferencial sobre los nucleosomas.
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Figura 23.- Recuperacion de la fluorescencia después de la irradiacion laser (FRAP) en células
HepG2 que expresan GAM N1-PVF, GAM N2-PVF y GAM A1-PVF en células sin tratamiento y
tratadas con arsenito de sodio por 24 h (NaAsO,, 7.5 uM). Las células fueron irradiadas por
aproximadamente 3.3 segundos en un area aproximada de 4 pum representada en la imagen

como un circulo.



9. CONCLUSIONES

No obstante que la induccion de aneuploidias tienen repercusiones importantes
en la salud humana, los mecanismos por los cuales se genera este tipo de dafio genético
aun siguen siendo estudiados. Se piensa que existen diversas causas que pueden originar
las aneuploidias, causas intrinsecas, como mutaciones en genes que codifican para
proteinas que regulan la segregacion cromosOmica, 0 causas extrinsecas, como la
nutricién o la exposicion a agentes quimicos. Es la exposiciéon a agentes quimicos de
particular interés para nosotros, ya que los seres humanos estamos expuestos
continuamente a una gran diversidad de compuestos que potencialmente representan un
riesgo para la salud humana. Tomando como modelo al NaAsO-, en el presente trabajo
estudiamos el papel del donador universal de grupos metilo, SAM, en la prevencion de
la induccion de aneuploidias. Nuestros resultados muestran que SAM es capaz de
reducir la frecuencia de cromosomas rezagados y por lo tanto de células aneuploides.
Ademas de que estos efectos se relacionan con la capacidad de SAM de proteger contra
las perturbaciones mitéticas inducidas por NaAsO,, lo que sugiere un papel esencial de
SAM durante la segregacion cromosomica. Dado que SAM participa preferencialmente
en las reacciones de transmetilacion, una posibilidad de accion durante la mitosis podria
ser la metilacion de proteinas involucradas ya sea en la formacién del huso mitético, la
segregacion de los cromosomas, la separacién de las cromatidas hermanas o inclusive
en la degradacion de algunas de estas moléculas. Sin embargo, otra posibilidad podria
ser la participacion de las regiones centroméricas y los cambios en la metilaciéon de
componentes de la cromatina a estos niveles, un acercamiento a esta idea fue abordada
con la tercer estrategia utilizada en el presente trabajo, en donde estudiamos los cambios
epigenéticos inducidos por NaAsO, y la modulacién de estos eventos por SAM.

Nuestros datos sugieren que de manera global es factible la modificacion epigenética



inducida por NaAsO, y que ademéas SAM posee una respuesta moduladora, por lo que
en el futuro es de particular importancia el estudio de los patrones epigenéticos del
centromero en células expuestas a inductores de aneuploidias.

En general consideramos que nuestros resultados aportan informacion
importante acerca de los mecanismos involucrados en la formacion de celulas
aneuploides, asi como del papel de SAM en el control de la generacion de las mismas y
en la prevencion de este dafio (Figura 24). Ademas, nuestros datos abren nuevas
alternativas en el estudio de las aneuploidias, perfilindose de manera peculiar el papel
de los cambios epigenéticos a nivel del centrdmero y su relaciéon con la maquinaria de
segregacion cromosomica, lo que seguramente dara nuevos avances en el entendimiento
de la generacion de individuos aneuploides. Todo ello sin olvidar el potencial
terapéutico que representaria el uso futuro de SAM en la prevencion de aneuploidias,
especialmente si consideramos que SAM ya es utilizado en la clinica para el tratamiento

de diversas enfermedades hepaticas y neuroldgicas en seres humanos.
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Figura 24.-Modelo que explica los posibles mecanismos de accién por lo cuales SAM
reduce la induccion de aneuploidias (Explicacién en la siguiente hoja).

Explicacion del modelo de los mecanismos de accion de SAM:



A) Se refiere a la condicidon normal, en la que la célula cursa por cada una de las fases del ciclo celular
sin mayor complicacion. Es capaz de duplicar su informacion genética, asi como su centrosoma durante la
fase de sintesis (S), mientras que en la mitosis (M) esta segrega de manera adecuada sus cromosomas,
teniendo como resultado (1) la formacion de dos células hijas normales, es decir con igual informacion
genética.

B) Seria el caso en el cual la célula es expuesta a los efectos tdxicos del arsenito de sodio (NaAsO,) y
como consecuencia tendria que durante la fase de S, la célula podria duplicar su centrosoma con errores,
es decir, el NaAsO, podria inducir la amplificacién de centrosomas, lo que traeria como consecuencia la
formacién de husos mitéticos multipolares durante la fase M. Esto a su vez provocaria la distribucion
anormal del material genético, generandose la formacidon de células hijas aneuploides (2).

C) En este caso tenemos a la célula expuesta a NaAsO, pero también en presencia de la s-adenosil-I-
metionina (SAM), lo que muy probablemente generaria que los centrosomas amplificados por accion de
NaAsO, pudieran de alguna forma coalescer y lograr formar husos mitéticos bipolares en la fase M. La
formacion de husos bipolares permitiria la reparticion normal de los cromosomas a las células hijas,
evitandose asi la formacién de células aneuploides (3).

D) En este caso tenemos nuevamente una célula expuesta a NaAsO, pero a diferencia de B, aqui el
efecto mayoritario del NaAsO, seria sobre los microtibulos (MT) y sobre las placas cinetocéricas por
alteraciones en la estructura de la cromatina a nivel del centrémero es decir, ejerceria sus efectos tdxicos
en la fase M, con lo que se generaria el rezago de cromosomas completos o la orientacién incorrecta de
los mismos, de tal forma que el resultado seria la perdida de cromosomas completos, con lo que se
obtendrian células aneuploides (4).

E) En este caso, es la misma célula expuesta a NaAsO, pero en presencia de SAM, por lo que SAM
actuaria potencialmente a varios niveles, ya sea promoviendo la polimerizacion de los MT, la
reestructuracién de la cromatina a nivel del centromero y de esta forma permitiendo el correcto
alineamiento de las placas cinetocoricas y la correcta alineacion de los cromosomas a la placa metafasica,

de esta forma el resultado seria la generacion de células hijas normales (5).
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Abstract

Albendazole (ABZ), a benzimidazole carbamate used for the treatment of several human helminthiases has high
affinity for tubulin, which results in an inhibition of microtubule polymerization, blocking several vital processes in the
parasites, such as motility and nutrient uptake. The ability of ABZ to act as mitotic spindle poison leads to a potential risk
for aneuploidy induction in exposed human beings. ABZ, as well as albendazole sulphoxide (ABZSO), its main
metabolite, induce micronuclei in human cells in a dose-dependent manner. Despite recognition that ABZ and ABZSO
increase micronucleus frequency, their potential as inducers of non-disjunction in human cells, an event considered
more frequent than chromosome loss, and one of the main mechanisms involved in aneuploidy induction, has not been
evaluated. In the present work, we investigated the ability of ABZ and ABZSO to induce non-disjunction in cultured
human lymphocytes. Non-disjunction was scored by chromosome-specific FISH using a classical or alpha satellite probe
for chromosomes 1 and 7, respectively. Significant increase in non-disjunction events that involved either chromosome
were observed in cells treated with ABZ or ABZSO. Both ABZ and ABZSO induced non-disjunction at lower
concentrations than those at which MN were observed. © 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Aneuploidy; Benzimidazoles; Micronuclei

1. Introduction

Albendazole (ABZ) is a benzimidazole carbamate used for the treatment of several human helminthiases due to its
broad antiparasitic activity, efficacy, and low toxicity [1]. ABZ, as well as all benzimidazoles, has high affinity for
tubulin, which results in an inhibition of microtubule polymerization [2]. Through inhibition of microtubule
polymerization, ABZ blocks several vital
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