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Introduccion

1. INTRODUCCION

La estructura primaria del ADN esta sometida a constantes alteraciones quimicas y de
secuencia de los nucle6tidos que amenazan su integridad, principalmente como consecuencia
de errores introducidos durante la replicacion, recombinacion y reparacion del mismo.
Asimismo, determinadas condiciones de temperatura y pH pueden dar lugar a una cierta
inestabilidad genomica. Igualmente, el ADN reacciona facilmente con gran variedad de
compuestos quimicos y un menor nimero de agentes fisicos, muchos de los cuales estan
presentes en el medio ambiente. Cada una de las modificaciones de la estructura molecular del
material genético capaz de alterar el funcionamiento normal de la célula se considera como

dafio al ADN, y puede ser clasificado como dafio endogeno o exégeno (figura 1).

Agente Lesion
uv Dimeros de pitimidina
Radiacion ionizante Roturas de cadena
Bleomicina (dobles y simples)
Agentes alquilantes Alquilacion de las g
Enlace cruzado ADN-proteina

Alquilantes
Radiacion jonizante Dailo en las bases

Cisplatino / alquilantes

Radiacién ionizante Enlace cruzado ADN-ADN
Antraciclinas Intercalacién

m-AMSA Rotura mediada por 1a topoll

Camptotecina Rotura mediada por la topol

Figura 1. Principales tipos de lesiones producidas en el ADN por la radiacién ionizante y drogas genotdxicas.

Los principales agentes enddgenos que dafian el ADN suelen ser enzimas o los productos
de las mismas, que dan lugar a despurinaciones, despirimidinaciones, dafio en las bases,
produccién de aductos o roturas de cadena. Los agentes oxidantes se producen en la célula por
distintos procesos asociados con el metabolismo aerébico, por lo que el dafio oxidativo parece
ser el dafio endogeno mas significativo, con una frecuencia de 10* lesiones por célula y dia en
humanos. Por otro lado, el ADN también puede ser dafiado por diferentes agentes exdgenos

fisicos 0 quimicos.
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1.1. LA RADIACION IONIZANTE

Entendemos por radiacion todo agente fisico que se propaga a través del espacio
cediendo energia al medio que atraviesa. La radiacion ionizante es aquella radiacién que posee
la propiedad de arrancar electrones de los 4tomos de las sustancias que atraviesa, formando
iones y alterando asi las propiedades fisico-quimicas del medio atravesado.

Existen dos tipos de radiaciones ionizantes, electromagnéticas y corpusculares. Dentro
de las primeras se incluyen los rayos X, que liberan su energia en forma de fotones sin carga ni
masa dando lugar a la formacion de moléculas excitadas o ionizadas. La energia de los fotones
se transmite por colision, generalmente con electrones de otros atomos. Tras la colision, un
electron puede pasar a un orbital mas alejado del nucleo (excitacién), o mas cominmente salir
del atomo con alta velocidad y energia (ionizacion). Esta energia se disipa en el medio
ionizando y excitando los 4&tomos con los que interacciona.

De todas las biomoléculas que pueden ser dafiadas por la radiacion ionizante, la mas
importante es el ADN, ya que es portadora de la informacion genética y dirige la actividad
celular. Las alteraciones producidas dependen de la dosis de radiacion, la cual esta relacionada
con la transferencia lineal de energia (LET), que se define como la energia depositada por una
particula por distancia recorrida. Los rayos X y y son radiaciones de baja LET por lo que
depositan poca cantidad de energia a lo largo de su trayectoria, pero con suficiente energia
cinética como para atravesar grandes distancias (alto poder de penetracion). Por el contrario,
las radiaciones de al’;a LET, como neutrones y particulas o, depositan grandes cantidades de
energia en su trayectoria y atraviesan distancias mas cortas. La efectividad de una dosis dada

aumenta con la densidad de la ionizacidn, es decir, con la LET.

1.1.1. Efectos bioldgicos de la radiacion ionizante

La exposicion de las células a la radiacion ionizante provoca distintos fendémenos como
consecuencia del dafio en el ADN, de los cuales los mas importantes son la inducciéon de
mutaciones, la transformacion y la muerte celular (Iliakis, 1991).

El dafio en el ADN puede ser el resultado directo de la interaccion de la radiacion sobre

los componentes del ADN, o bien ser producido indirectamente por la transferencia de energia
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a través de especies reactivas formadas por la radiacion. El agua es el principal constituyente
de los sistemas biologicos, por lo que el efecto indirecto resulta, en gran parte, de la accion de
la radiacion sobre las moléculas de agua (Kiefer, 1990).

Cuando una molécula de agua absorbe la energia de la radiacioén ionizante se ioniza o se
excita descomponiéndose rapidamente (figura 2). También se dan reacciones secundarias en las
que se originan nuevos radicales libres y en las que se neutralizan otros. Los electrones
liberados en la ionizacién del agua pueden reaccionar con otras moléculas de agua formandose
electrones hidratados (€7,), los cuales a su vez pueden reaccionar para dar lugar a nuevos
radicales. Entre los principales productos formados se encuentran los radicales hidrogeno ("H)
e hidroxilo ("OH), ambos con electrones desapareados y altamente reactivos. Cuando el
oxigeno estd presente reacciona con los electrones acuosos y los atomos de hidrégeno
originando radicales superéxido (O,") e hidroperdéxido ("HO,), que son también muy inestables

y reaccionan formando peréxido de hidrogeno (H;0,).

Reacciones primarias

H,0 > H,0" +¢ (Ionizaci6n)

H,O >  H,O* (Excitacién) -

Reacciones secundarias

H,0" + H,0 — > H;0"+°0OH ‘H+'H ———++-—— H,
€+H0 — > €y ‘OH+°‘OH ————» H,0,

HO0* — °H+°OH €qt0; —m—— O

e + I‘Iz()+ —_—> H20 *H+ 02 —_——> .HOZ

e+ H3O+ —_— ‘H+ Hzo 02.- + 02.— + 2W > H202 + 02
‘H+OH ——++—— H0 ‘HO, +°HO; — H0, + O;

Figura 2, Radiolisis del agua.

La descomposicion del H,O, incrementa la produccion de radicales hidroxilo ("OH) que
reaccionan también con especies no radicales, siendo los principales responsables del dafio en

el ADN. El radical hidroxilo es uno de los mas reactivos en los sistemas biologicos, y es capaz
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de reaccionar practicamente con la totalidad de los componentes celulares (Davies, 1995).
Como consecuencia, el ADN puede sufrir pérdida de bases (sitios abasicos), modificacion de
las mismas o alteraciones en la doble hélice. Las alteraciones en la doble hélice incluyen
distorsiones de la misma, roturas de cadena (simple y doble) y enlaces cruzados (Halliwell y
Aruoma, 1991). Se ha estimado que aproximadamente un 65% del dafio se debe al ataque de
los radicales hidroxilo frente a un 35% producido por la accién directa de la radiacion (Ward,
1988).

1.1.2. Lesiones producidas por la radiacién ionizante

La exposicion a radiacion ionizante da lugar a la formacioén de distintas lesiones en el
ADN, como son dafio en los azicares (que normalmente terminan en roturas de cadena), dafio
en las bases y formacion de enlaces cruzados (intracatenarios o con proteinas asociadas).
Ademas, la radiacion ionizante produce directamente roturas de cadena (simple y doble), la
mayoria de las cuales se generan Ipor la rotura de los enlaces fosfodiéster.

Las lesiones producidas por la radiacion puéden originarse de forma aislada, o junto a
otras lesiones del mismo o distinto tipo, dando lugar en este caso a lesiones complejas. Las
lesiones complejas son causadas por un ataque radical multiple localizado, que produce sitios
con lesiones agrupadas (LMDS) tras una exposicion a rayos X (Ward, 1988). Estas lesiones
complejas representan para las células un problema mas serio que las simples, ya que pueden
ser irreparables o requerir mecanismos de reparacion mas complejos, como el de
recombinacion. Si estas lesiones no se reparan correctamente, pueden dar lugar a aberraciones
cromosomicas, deleciones, amplificaciones, etc.

De las lesiones producidas por la radiacion ionizante, la rotura de doble cadena es la
principal responsable de la inducciéon de aberraciones cromosomicas y puede conducir a la
muerte celular (Frankenberg-Schwager y Frankenberg, 1990; Obe y col., 1992).

Las roturas de doble cadena se pueden producir por la induccién de una rotura simple en
~cada cadena, bien de forma directa, o bien por la induccion de lesiones en las bases si su
reparacion implica la formacion de roturas de cadena simple. Una combinacién de los procesos
anteriores también da lugar a una rotura de doble cadena. Es por tanto, en ultimo término, el

efecto al que conducen la mayoria de las lesiones directas en el ADN.
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El mecanismo de formacion de roturas de cadena simple esta bien establecido, y se inicia
con la formacion de un radical en la desoxirribosa por pérdida de un atomo de hidrégeno (ya
sea por ionizacion directa y pérdida del protén, o extraido por un radical hidroxilo). Este
radical reacciona con el oxigeno formando un radical peroxil y una rotura (von Sonntag,
1987).

Se han propuesto dos mecanismos posibles por los que se originaria una rotura de doble
cadena: ataque de un solo radical y ataque multiple. Siddiqi y Bothe (1987) propusieron que un
solo radical puede iniciar la formaciéon de una rotura de doble cadena. El primer radical
desoxirribosa formado por el ataque del radical hidroxilo (o por la ionizacién directa del
aziicar) iniciaria una serie de reacciones para formar la segunda rotura. Por otra parte, segun la
hipdtesis del ataque radical multiple, la rotura de doble cadena se produciria por el ataque
simultaneo de varios radicales. En la célula, debido a la alta concentracion de secuestradores,
los radicales recorren distancias de nanometros, por lo que reaccionan muy cerca del sitio
donde se forman, de forma que el dafio se produciria por concentraciones de ionizaciones y
excitaciones en el blanco o muy cerca del mismo (Ward, 1988). Para el mecanismo de un solo
radical, las reacciones que forman las dos roturas de cadena se darian secuencialmente,
mientras que en el del ataque multiple se darian simultaneamente.

La mayoria de las roturas inducidas por la radiacion ionizante se caracteriza por
presentar extremos inusuales. Aunque la mayoria de los extremos 5’ presenta un grupo fosfato,
los extremos 3’ no suelen presentar el grupo hidroxilo usual, sino un grupo fosfato o

fosfoglicolato (Henner y col., 1982).

1.2. AGENTES QUIMICOS RADIOMIMETICOS: BLEOMICINA

Se pueden clasificar como agentes radiomiméticos aquéllos que se comportan de manera
similar a la radiacién ionizante, induciendo lesiones de naturaleza parecida en el ADN. Son
mutagenos con capacidad para inducir aberraciones sin necesidad de la replicacion del ADN y
actuan, por tanto, de manera S-independiente, igual que las radiaciones ionizantes.

La bleomicina es una droga antitumoral radiomimética (Umezawa y col., 1966) utilizada
en quimioterapia y, debido al uso extensivo de la misma, su toxicidad genética tiene un

significado practico considerable. Los principales efectos de esta droga en el material genético
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son la produccion de aberraciones cromosdmicas y la inhibicion del crecimiento celular (Vig y
Lewis, 1978); esta actividad citotOxica esta asociada a su capacidad para unirse al ADN y
romperlo en presencia de iones metalicos (Byrnes y col., 1990). Generalmente, las lesiones
inducidas por la bleomicina son similares, en su naturaleza y forma de reparacion, al dafio
producido por la radiacion ionizante. De forma similar a la accioén indirecta de la radiacion
ionizante, esta droga induce roturas en el ADN a través de la produccion de radicales libres

(Sausville y col., 1976).

1.2.1. Estructura de la bleomicina

La bleomicina es un glicopéptido aislado de Streptomyces verticillus que contiene varios
aminoécidos y aziicares poco frecuentes y un grupo amino terminal que varia en los distintos
analogos. La molécula tiene dos componentes estructurales principales (figura 3), un
componente bitiazol, que se intercala parcialmente en la hélice de ADN separando las cadenas,
y unas estructuras pirimidinica e imidazélica, que son responsables de la activacion dioxigénica

y de la union al metal (Sugiura y col., 1983).

Figura 3. Estructura de 1a bleomicina. La linea discontinua delimita la parte de la molécula que se intercala
en la doble hélice de ADN. A2 y B2 representan los radicales que varian en dos analogos de la misma.
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1.2.2. Incorporacién de la bleomicina en la célula

La bleomicina es una molécula hidrofilica de gran tamafio, por lo que la membrana
plasmatica limita considerablemente su entrada al interior de la célula (Poddevin y col., 1991).
Cuando se incuban células en cultivo con bleomicina, solo aproximadamente un 0.1% de la
droga presente en el medio entra realmente en las células, y de esta cantidad solo un 20% llega
a penetrar en el nicleo (Roy y Horwitz, 1984). Como consecuencia, se necesitan
concentraciones muy altas y mucho tiempo de exposicion para inducir en la poblacion celular
un dafio comparable al producido por los rayos X. Por otra parte, la accion de la bleomicina no
es uniforme en la poblacion celular, como consecuencia de la variabilidad celular en la
captacién de esta molécula (Ostling y Johanson, 1987). Asimismo, la bleomicina puede ser
degradada por una hidrolasa especifica (Umezawa y col., 1974; Povirk y Austin, 1991), cuya
actividad varia en los distintos tipos celulares (Miiller y Zahn, 1977).

Sin embargo, la citotoxicidad de la bleomicina se potencia considerablemente y su efecto
es mas homogéneo en la poblacién cuando se permeabilizan las membranas de células en
cultivo (Johnston y Bryant, 1993; Belehradek y col., 1994). La electroporacion es una de las
técnicas mas efectiva en la permeabilizacion de las células. Esta técnica consiste en la
aplicacion de pulsos eléctricos de alto voltaje muy breves en las células, de manera que se
forman poros temporales en las membranas que permiten el paso de grandes moléculas,
normalmente inaccesibles al interior celular.

La electroporacion permite el paso de las moléculas de bleomicina a través de las
membranas tanto en células en cultivo (Poddevin y col., 1991) como en animales (Belehradek y
col,, 1991). Cuando estos ultimos autores aplicaban pulsos eléctricos sobre zonas con tumores

en ratones, observaban un aumento de la actividad antitumoral de dicha droga.

1.2.3. Modo de accién y lesiones producidas por la bleomicina

Esta droga se une a distintos iones metalicos de transicion como son el cobalto, cobre,
hierro, manganeso y vanadio, formando complejos capaces de activar al oxigeno y romper el
ADN (Petering y col,, 1990). El complejo bleomicina-Fe es el mas conocido y el mas

investigado por su importancia in vivo.
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La activacién del oxigeno se produce por la formacién de un complejo ternario de la
bleomicina con el Fe(Il) y el O,, que provoca la liberacion de radicales hidroxilo. Este
complejo se reduce entonces dando lugar a la bleomicina activada, con capacidad para romper
el ADN (figura 4). El electron necesario puede ser donado por el complejo Fe(IT)-bleomicina o
por otros agentes reductores. Alternativamente, la bleomicina activada se puede formar por la

oxidacion del complejo Fe(IlT)-bleomicina (Burger y col., 1981).

~
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Figura 4. Activacion de la bleomicina.

La bleomicina activada extrae especificamente el hidrégeno del C4’ de la desoxirribosa,
rompiéndose el radical resultante por dos vias distintas (figura 5). En una ruta independiente
del oxigeno, la hidroxilacion del C4’ da lugar a la formacion de un sitio abasico (AP) (figura
5A). Mediante un segundo mecanismo, la union del oxigeno al C4’ forma un radical peroxil
que se descompone originando una rotura con extremos 5’-fosfato y 3’-fosfoglicolato (figura
5B) (Giloni y col., 1981). Ambas lesiones se forman principalmente en pirimidinas (Pi) en
secuencias G-C y G-T (D’Andrea y Haseltine, 1978), preferentemente en las zonas
internucleosomales (Tounekti y col., 1993). En condiciones fisiol6gicas, ambos productos se
forman con la misma frecuencia (Povirk y col., 1977).

Ademas de estas lesiones simples, la bleomicina induce con una frecuencia muy alta sitios
AP con una rotura en la cadena complementaria, asi como roturas de doble cadena (Povirk y
col., 1977). La mayoria de estas roturas de doble cadena presentan extremos romos o
extensiones 5’ de una sola base sin aparear (Povirk y col., 1989). Asimismo, presentan en su
mayoria extremos “no limpios”, es decir, no se originan rotufas con extremos 5’-fosfato y

3’-hidroxilo, sino 5’-fosfato y 3’-fosfoglicolato. Recientemente se ha demostrado que este tipo
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de roturas son mutagénicas, dando lugar a sustituciones de bases y deleciones en secuencias

repetidas directas (Dar y Jorgensen, 1995).
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Figura 5. Modo de accién de la bleomicina. Un radical inicial sobre el C4’ puede seguir una via
independiente del oxigeno (A) dando lugar a la formacion de sitios AP, o la dependiente del oxigeno (B), que
lleva a la liberacion de un propenal de base y a una rotura. T= Timina

En general, solamente una de las dos roturas simples que forman la rotura de doble
cadena (rotura primaria) sigue la especificidad normal G-Pi. La rotura secundaria se daria en la

cadena complementaria tras la reactivacion de la bleomicina durante la primera rotura (Povirk
y col., 1989).

1.2.4. Efectos citolégicos de la bleomicina

El espectro de efectos genotdxicos inducidos por la bleomicina es similar al de la
radiacion ionizante. Esta droga induce tanto aberraciones cromosomicas como micronicleos
en células en cultivo para los distintos sistemas estudiados, y recientemente se ha comprobado
que el nimero de intercambios entre cromatidas hermanas aumenta cuando las células se

electroporan en presencia de bleomicina (Povirk y Austin, 1991; Obe y col., 1994).
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A diferencia de la mayoria de los mutagenos quimicos, la bleomicina actiia de manera
S-independiente, produciendo aberraciones cuando se administra en cualquier periodo de la
interfase. Por otra parte, se ha observado que la bleomicina es un agente aneugénico, es decir,

que no solo induce aberraciones estructurales sino también aneuploidias (Vig y Lewis, 1978).

1.3. MECANISMOS DE DEFENSA CELULAR FRENTE AL DANO EN EL ADN

Las células, a lo largo de la evolucién, han desarrollado distintos sistemas de defensa
para protegerse del dafio en el ADN que, o bien evitan su produccion, o bien lo eliminan. La
primera linea de defensa la componen enzimas detoxificantes y compuestos que neutralizan los
agentes quimicos reactivos (Friedberg, 1985) pero aun asi, el ADN continia siendo dafiado,
dando lugar en algunos casos a una parada de la transcripcién y la replicacion. Asi, un segundo
mecanismo de defensa lo constituyen las distintas enzimas de reparacion, cuya expresion puede

ser constitutiva o inducible en determinadas condiciones.

1.3.1. Reparacion del ADN

Las células estdn constantemente expuestas a agentes que causan distintas formas de
dafio al ADN y poseen métodos complejos y efectivos para reparar dicho dafio. La reparacion
puede ser definida como la respuesta celular que tiene como objetivo el restablecimiento de la
secuencia normal de nucledtidos (Wassermann, 1994), si bien en general se incluyen dentro del
término todas las respuestas celulares que eliminan los efectos perjudiciales del dafio en la
célula, aunque no se recupere necesariamente la secuencia original de nucledtidos.

A medida que se desarrollaron organismos mas complejos con genomas mayores y
tiempos de generacion mas largos, se incrementd la efectividad de la reparacién del ADN.
Estos mecanismos estan regulados por multiples genes y existen diferentes rutas, dependiendo
del tipo de dafio inducido. La mayor parte del conocimiento sobre la reparacion del ADN se ha
obtenido en bacterias y levaduras, y mas recientemente en roedores y humanos gracias a la

existencia de diferentes lineas mutantes deficientes en reparacion.
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Los principales mecanismos de reparacion se han conservado a través de la evolucion y
actuan contra un amplio espectro de agentes genotoxicos. Podrian resumirse en tres grandes
grupos (figura 6): reparacion por eliminacion directa del dafio, reparaciéon por escision y
reparacion por recombinacion (Wassermann, 1994). Las roturas de doble cadena o de cadena
simple forman parte del ultimo paso en la mayoria de los mecanismos de reparacion, por lo que

existe un gran interés en conocer como se reparan estas lesiones.

Eliminacion directa Escisién Recombinaciéon

Figura 6. Mecanismos de reparacién del ADN. Existen tres reacciones fundamentales implicadas en el
procesamiento del daiio en el ADN: eliminacion directa del dafio, escision y recombinacion.

1.3.1.1. Reparacion de las roturas de cadena simple

La radiacion ionizante produce roturas de cadena simple, cuya reparacion no es un
proceso sencillo y puede tener lugar mediante los tres mecanismos ya descritos. De cualquier
manera, las células son capaces de reparar en gran medida y con gran fiabilidad este tipo de
lesion.

Las roturas de cadena simple que presentan extremos 3’-hidroxilo y 5’-fosfato pueden
ser reparadas por la simple reunion de ambos extremos catalizada por las ligasas de ADN. La
ligasa de ADN es una enzima altamente especifica, ampliamente distribuida, y tiene un papel

muy importante en la mayoria de las rutas bioquimicas que requieren la reunién de roturas de
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cadena en el ADN (Lehman, 1974). Todas las ligasas necesitan extremos libres en la doble
cadena de ADN vy la presencia de extremos adyacentes 3’-hidroxilo y 5’-fosfato (Kornberg y
Baker, 1992), de modo que solamente las roturas con estas caracteristicas son susceptibles de

ser reparadas directamente (figura 7).

T TTTT T =g - = TTT11
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Figura 7. Reunién directa de una rotura de cadena simple, La ligasa cataliza la uniéon de roturas con
extremos 3°-hidroxilo y 5’-fosfato adyacentes. La enzima de E. coli requiere como cofactor NAD, mientras que
la del fago T4 y las enzimas eucariéticas requieren ATP.

En muchos casos, y dependiendo del agente inductor del dafio, estas lesiones no
presentan la estructura correcta para la actuacion de las ligasas, por lo que es necesaria la

intervencion de diferentes enzimas de reparacion antes de la ligacion.

1.3.1.2. Reparacion de las roturas de doble cadena

Las roturas de doble cadena son lesiones que pueden originarse espontianeamente
durante los procesos celulares (Gellert, 1992), o como resultado de la exposicién a agentes
genotodxicos como la radiacion ionizante, radicales oxidantes y drogas usadas en quimioterapia,
como la bleomicina (Ward, 1988; Povirk y Austin, 1991).

Se ha demostrado en numerosos estudios que las roturas de doble cadena son lesiones
que pueden dar lugar a aberraciones cromosémicas, mutaciones y transformacion celular, e
incluso provocar la muerte celular si no se reparan correctamente (Natarajan y Obe, 1984;
Bryant y Ritches, 1989; Miles y Meuth, 1989; Frankenberg-Schwager y Frankenberg, 1990;
Jeggo, 1990; Iliakis, 1991). Dado que las células no toleran extremos libres de ADN, los

extremos rotos de esta molécula se unen generalmente a otros extremos rotos libres y son
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altamente recombinogénicos y potencialmente mutagénicos durante la sintesis del ADN o la
mitosis (Weaver, 1995), de ahi que actualmente el estudio de los mecanismos de su reparacion
presente gran interés.

La reparacion de este tipo de lesiones ha sido estudiada en profundidad en bacterias y
levaduras, y se sabe que se lleva a cabo principalmente por recombinacion homéloga. Se han
propuesto varios modelos para explicar este tipo de reparacion. Un paso comun para todos es
la degradacion exonucleolitica a ambos lados de la rotura, lo que origina extremos 3’ libres de
cadena simple. Segin el modelo de Szostak y colaboradores (1983), una cadena de ADN, que
contiene la rotura de doble cadena, invade la doble cadena del ADN homoélogo. Se crea asi un
entrecruzamiento que se desplaza por reparacion replicativa, dando lugar a una estructura de

Holliday que al resolverse puede originar dos grupos de productos distintos (figura 8A).
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Figura 8. Modelos propuestos para la reparacion por recombinacién de las roturas de doble cadena. (A)
Modelo de Szostak y colaboradores, 1983. (B) Modelo de Belmaaza y Chartrand, 1994.

Sin embargo, los datos obtenidos en distintos organismos parecian contradecir este
modelo, por lo que Belmaaza y Chartrand (1994) propusieron un modelo alternativo para estos
organismos en el que no se forma la estructura de Holliday. Segun este modelo, la cadena que
estd siendo sintetizada se libera del entrecruzamiento y se aparea de nuevo con el segundo

extremo libre que no ha invadido la cadena molde (figura 8B). En procariotas y eucariotas
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inferiores, por tanto, hay un fuerte vinculo entre reparacion de las roturas de doble cadena y
recombinacion, de manera que la mayoria de los mutantes en reparacién de roturas de doble
cadena lo son también en recombinacion (Jeggo, 1990).

En células de mamiferos, sin embargo, no se da recombinacion homoéloga con tanta
frecuencia, y las roturas de doble cadena parecen ser reparadas predominantemente por
mecanismos que no dependen de la homologia existente entre las cadenas (Jackson y Jeggo,
1995; Daza y col., 1996). Existen, en principio, dos mecanismos de reparacion de las roturas
de doble cadena, uno que implicaria la reunién directa de los extremos, el cual no requeriria
regiones homologas extensas, y un segundo mecanismo recombinacional (Jeggo, 1990,
Thompson, 1996). »

De este modo, se ha propuesto que la reparacion de las roturas de doble cadena en
eucariotas superiores se lleva a cabo, al menos en parte, por la reunion simple de las cadenas,
en vez de por recombinacion homoéloga, implicando la formacién de un complejo que
mantenga los extremos juntos, o que al menos evite su degradacion antes de la ligacion (Jeggo,
1990; Thode y col., 1990). Un hecho que confirmaria esta hipotesis ha sido el descubrimiento
de que en células de mamiferos se necesita una quinasa de proteinas dependiente de ADN
(DNA-PK) y su cofactor (Ku), tanto para la reparacion de las roturas de doble cadena como
para la recombinacion V(D)J, mecanismo de recombinacién especifica de sitio del sistema
inmune de eucariotas superiores (Getts y Stamato, 1994; Rathmell y Chu, 1994). Aunque el
mecanismo bioquimico exacto no estd aun completamente caracterizado, en el proceso de
reparacion de las roturas de doble cadena el heterodimero Ku, que se une a extremos libres de
ADN, promueve de alguna manera la reunién de los extremos rotos por un mecanismo
independiente de homologia en el ADN. La reunion completa de los extremos necesita ademas
la actividad quinasa de la subunidad catalitica DNA-PK,, (Blunt y col., 1995; Peterson y col,,
1995). Dada la alta radiosensibilidad de los mutantes defectivos en la recombinacion V(D)J,
éste parece ser el principal mecanismo de reparacion de las roturas de doble cadena en
mamiferos.

El complejo de la DNA-PK tendria distintas funciones en la reparacion de las roturas de
doble cadena (figura 9). Como componente enzimatico, la DNA-PK actuaria fosforilando
diferentes moléculas, tanto activando como inactivando proteinas y factores implicados en la
reparacion del ADN. Se ha demostrado que, in vitro, esta proteina fosforila e inactiva la

maquinaria de transcripcion si esta cerca de la rotura (Kuhn y col., 1995). Por otro lado, la
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DNA-PK podria actuar como sefial de dafio celular, dando lugar a la sintesis de proteinas que

actien directa o indirectamente en la reparacién del ADN (Jackson y Jeggo, 1995).

Maquinaria de

Inhibicion de
Maquinaria de la transcripcion
tr: ipcion

9]

Activacion y concentracion
de la maquinaria de reparacion

Activacion de seiial de dafio

- Figura 9. Posibles funciones de la quinasa dependiente de ADN (DNA-PK) en la reparacioén de las roturas de
doble cadena.

Como componente estructural, este complejo protegeria los extremos de las roturas de la
accion de nucleasas y actuaria como factor de alineacion entre los extremos que van a ser
unidos. La subunidad DNA-PK,, puede ser también un componente estructural y actuaria
concentrando en las proximidades de las roturas distintos factores y enzimas implicados en la

reparacion (Jackson y Jeggo, 1995).

1.3.2. Ligasas de ADN

Independientemente del mecanismo exacto de reparacion de las roturas en el ADN, las
ligasas son componentes esenciales en la union de las cadenas. El tltimo paso de la reparacion
es la ligacion de los nucleétidos recién incorporados a la cadena preexistente, esto es, el sellado
de la muesca que queda tras la sintesis de ADN. Este proceso es catalizado por las ligasas de
ADN, enzimas que participan también en procesos como la recombinacion o la replicacién del

material genético (Lehman, 1974).
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Las ligasas de ADN [poli(desoxirribonucleotido):poli(desoxirribonucledtido) ligasa]
catalizan la formacion de enlaces fosfodiéster entre extremos 3’-hidroxilo y 5’-fosfato
adyacentes en ADN de doble cadena. La reaccién de union requiere la presencia de un cation
divalente y un cofactor, que puede ser ATP (trifosfato de adenosina) en el caso de las ligasas
eucaridticas y las de bacteriofagos, o NAD (dinucledtido de nicotinamida y de adenina) para
las ligasas bacterianas.

Esta reaccion tiene lugaf en tres pasos, con la participacion de dos intermediarios
covalentes (figura 10). El primer paso consiste en la reaccion de la enzima con el NAD o ATP
para dar lugar a una adenilato ligasa y mononucledtido de nicotinamida (NMN) o pirofosfato
(PP,), respectivamente. El grupo AMP (monofosfato de adenosina) se transfiere
posteriormente al ADN mediante una union pirofosfato con el extremo 5°-fosfato de la rotura.
Por ultimo, este extremo es atacado por el extremo 3’-hidroxilo forméndose una union

fosfodiéster.

Lys
+ ATP o NAD AMP 7 + PP, o NMN

Figura 10. Reunién de extremos libres catalizada por las ligasas de ADN. 1) La ligasa interacciona con el
ATP o el NAD para formar un complejo enzima-AMP. 2) El grupo AMP se transfiere al extremo 5’-fosfato. 3)
La enzima cataliza la formaci6n de una union fosfodiéster, liberdndose AMP.

Estas enzimas fueron descubiertas en E. coli en varios laboratorios simultineamente

(Cozzarelli y col., 1967, Gefter y col., 1967; Gellert, 1967; Olivera y Lehman, 1967, Weiss y
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Richardson, 1967), y posteriormente se demostré su existencia en células eucaridticas, en las
que se han descrito multiples formas de la enzima (Aoufouchi y col., 1992; Ramos y col.,
1997; Tomkinson, 1997).

1.3.2.1. Ligasas procaridticas

Las ligasas de ADN procaridticas mas estudiadas son las producidas por E. coli. La
ligasa de E. coli es una proteina monomérica de aproximadamente 77 KDa, que emplea como
cofactores Mg®* y NAD en la reaccion de ligacion y es producto del gen ligA* (Lehman,
1974). Esta ligasa cataliza la unién de extremos 3’ y 5’ en moléculas de ADN de doble cadena,
uniendo extremos cohesivos 0 muescas en una de las dos hebras, y puede actuar también como
una endonucleasa dependiente de AMP, aunque la tasa de esta segunda reacciéon es
extremadamente baja y se requieren grandes cantidades de enzima para su deteccion (Lehman,
1974).

La ligasa inducida en E. coli por la infeccién del fago T4 es la denominada ligasa del
fago T4, y consiste también en una sola cadena polipeptidica cuyo peso molecular oscila entre
63 y 68 KDa (Lehman, 1974). Al igual que la enzima de E. coli, esta ligasa cataliza la sintesis
de uniones fosfodiéster entre extremos 3’ y 5’ adyacentes pero, a diferencia de la anterior,
emplea ATP como cofactor. La secuencia de reaccion es la misma, liberandose pirofosfato en
vez de NMN en el primer paso (figura 10).

Ambas enzimas presentan también distinta especificidad de sustrato. La ligasa de T4
puede catalizar la unién de cadenas hibridas ADN-ARN y ademas puede promover la reuniéon
de dos moléculas de ADN con extremos romos, aunque a una menor tasa que la union de las
roturas de cadena simple (Lehman, 1974).

Se ha observado que la proteina recA aumenta la tasa de ligacion de la ligasa de T4, y se
cree que es debido a la capacidad que presenta la proteina de E. coli para unirse al ADN
formando un agregado proteina-ADN que facilita la ligacidon (Rusche y col., 1985). Por otro
lado, Ray y colaboradores (1996) han demostrado que la histona H1 presenta un patrén
especifico de inhibicion de ambas ligasas. La union de mas de dos moléculas de H1 a un
fragmento de ADN cuya longitud es comparable a la del nucleosoma inhibe significativamente

estas enzimas in vitro. Si la histona H1 mostrara un patrén similar de inhibicion en las ligasas
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eucarioticas, la presencia de niveles fisiologicos de H1 (una molécula por nucleosoma) podria
no inhibir la ligacion durante la reparacion o replicacion del ADN. El aumento de los niveles de
esta histona en ciertas regiones podria afectar a estos procesos, aunque el posible papel
fisiologico de la misma sobre las ligasas eucaridticas esta aun por dilucidar.

Las ligasas de ADN son enzimas esenciales para la replicacion, reparacion y
recombinacion en E. coli. Se ha descrito la existencia de mutantes para ambos tipos de ligasa
(E. coli y T4), aunque la primera puede sustituir funcionalmente a la inducida por el fago T4
(Gellert y Bullock, 1970).

1.3.2.2. Ligasas eucaridticas

Los organismos procaridticos parecen poseer una sola clase de ligasa de ADN, que
funciona en replicacion, reparacion y recombinacion. Por el contrario, los estudios llevados a
cabo en eucariotas han revelado la existencia de mas de una clase de ligasa de ADN (revisado
por Tomkinson, 1997). En Saccharomyces cerevisiae (Ramos y col.,, 1997), Drosophila
melanogaster (Takahashi y Senshu, 1987) y Xenopus laevis (Aoufouchi y col., 1992) existen
dos tipos distintos de ligasa, y se han descrito cuatro clases diferentes en células de mamiferos,
denominadas ligasa I, II, IIl y IV (Wei y col., 1995; Robins y Lindahl, 1996, Tomkinson,
1997).

Las ligasas de ADN eucariéticas emplean como cofactor de la reaccion de ligacion ATP,
no habiéndose descrito hasta el momento ninguna dependiente de NAD. Se ha demostrado que
todas las ligasas de ADN forman un intermediario covalente enzima-AMP, y este intermediario
ha sido aislado también para muchas ligasas eucarioticas. Estas, al igual que las enzimas
bacterianas, transfieren el grupo AMP al ADN mediante una union pirofosfato que es sometida
a un ataque nucleofilico por el extremo 3’-hidroxilo para completar la reaccion (figura 10)

(Lasko y col., 1990).
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a. Ligasa ]

La primera y mas estudiada de las ligasas de mamiferos es la ligasa I de timo de ternera.
La ligasa I es una proteina monomérica de aproximadamente 130 KDa, que presenta un alto
grado de homologia con las ligasas de levaduras (Lasko y col., 1990).

El ARNm de la ligasa I ha sido detectado tanto en células quiescentes como
proliferantes, aunque su contenido es mayor en estas ultimas. La expresion del ARNm coincide
con la primera fase S tras la estimulacion de células quiescentes (Montecucco y col., 1992). La
principal funcion de la ligasa I parece ser la union de los fragmentos de Okazaki (Li y col.,
1994; Prigent y col., 1994), aunque la presencia de niveles basales en células quiescentes indica
también su posible participacion en la reparacion del ADN. Ademas, tanto la actividad
enzimatica como la expresion del gen se inducen cuando se irradian fibroblastos humanos
primarios con radiacion ultravioleta. Esta induccion, que es dosis-dependiente, se produce 24
horas después de la irradiacion, cuando ya no es activa la reparacién por escision, lo que
sugiere que la enzima seria activada por el dafio no eliminado por dicha maquinaria de
reparacion (Montecucco y col., 1995). Por otro lado, la sensibilidad de la linea de fibroblastos
humanos 46BR (defectuosa en la ligasa I) a la radiacion ionizante sugiere que esta ligasa

también estaria implicada en la reparacion de las roturas en el ADN (Tomkinson, 1997).

b. Ligasa II

La ligasa II es una proteina de aproximadamente 72 KDa purificada de higado y timo de
ternera, cuyas propiedades bioquimicas difieren de las de la ligasa I. Al igual que la ligasa del
fago T4, es capaz de unir cadenas hibridas de ADN y ARN (Lindahl y Barnes, 1992), lo que la
diferencia de la ligasa 1.

Esta enzima, a diferencia de la ligasa I, aparece en una baja concentracion en células en
proliferacion, representando tan solo el 5-20% de la actividad ligasa total observada en células
de mamiferos en division (Lasko y col., 1990). Su funcién fisiologica parece estar relacionada
con la reparacion del ADN. La actividad de esta enzima es independiente del estado
proliferativo de la célula y aumenta con el dafio en el ADN (Creissen y ShaH, 1982), lo que

apoya la hipotesis de un posible papel en al menos algunas formas de reparacion del ADN.

- 19



Introduccion

Asimismo, la regulacion de la actividad ligasa IT durante la espermatogénesis indica su

participacion en la recombinacion meidtica (Higashitani y col., 1990).

c. Ligasa Il

En 1991, Tomkinson y colaboradores detectaron dos actividades ligasas distintas a la
ligasa I, que catalizaban la unién de sustratos hibridlos ADN-ARN. Las propiedades
bioquimicas de una de ellas eran idénticas a las de la ligasa II. Sin embargo, las propiedades
cromatograficas, fisicas y cataliticas de la otra actividad diferian claramente de las ligasas I y II.
Esta nueva ligasa es la denominada ligasa ITI. |

La ligasa III de mamiferos es un polipéptido de 100 KDa cuyo papel fisioldgico no estd
claro, aunque pudiera ser similar al de la ligasa II. Se ha observado que esta ligasa copurifica
con el producto del gen XRCC1, implicado en la reparacion de las roturas de cadena simple en
el ADN, lo que sugiere un posible papel de la ligasa III en reparacion (Caldecott y col., 1994).

La ligasa III humana presenta una amplia regiéon de homologia con la ligasa II bovina,
por lo que se cree que la ligasa II pudiera ser una forma de menor peso molecular de la ligasa
IIT originada por una corte en ambos extremos de la proteina, aunque no se puede excluir la

posibilidad de que la ligasa II esté codificada por un gen distinto (Tomkinson, 1997).

d. Ligasa IV

Se ha purificado y clonado un cuarto tipo de ligasa humana (ligasa IV). Esta enzima, de
peso molecular similar al de la ligasa III (96 KDa), copurifica con la misma y, aunque aun no
se ha establecido su papel fisiologico, funciona, al igual que las otras enzimas, ligando roturas

simples en ADN de doble cadena de manera dependiente de ATP (Wei y col., 1995).
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1.4. MODULACION DEL DANO EN EL ADN

La célula posee diversos mecanismos de proteccion frente a las lesiones producidas en el
ADN por mutigenos endogenos o exogenos. Tanto los organismos procaridticos como los
eucaridticos son capaces de regular estos mecanismos de defensa, de manera que existen
sistemas inducibles de reparacion que se activan en situaciones de estrés.

Esta proteccion puede ser regulada exdgenamente, bien activando de algin modo la
propia maquinaria de reparacion celular o bien proporcionando a la célula cantidades
adicionales de determinadas enzimas implicadas en dicha reparacion, como seria el caso de las

ligasas que acabamos de describir.

1.4.1. La respuesta adaptativa

En células sometidas a estrés se inducen distintas respuestas celulares. Cuando se
exponen células a dosis bajas de un agente que dafia el ADN (tratamiento condicionante), a
menudo éstas desarrollan una resistencia a la exposicion posterior a una dosis alta de dicho
mutageno (tratamiento de prueba). Este proceso se denomina en general respuesta adaptativa.

Se trata de un fenébmeno muy extendido que ha sido descrito en distintos organismos
(bacterias, levaduras, plantas y animales), asi como para distintos agentes mutagénicos de
naturaleza fisica (radiaciones ionizantes) o quimica (agentes alquilantes y oxidantes).

La existencia de la respuesta adaptativa se demostr6 por primera vez en bacterias, en las
que se observd la induccion, mediante dosis bajas de agentes alquilantes, de un sistema
especifico de reparacion que protegia a las células contra dosis mas altas administradas
posteriormente. Los estudios se han centrado en la posible existencia de un mecanismo similar
en eucariotas, en particular en células de mamifero y especialmente en relacion al dafio causado
por la radiacion ionizante. Aunque no han sido ampliamente caracterizados, los efectos
celulares y genéticos provocados por dosis bajas de radiacién son de gran interés, ya que es
mas probable una exposicion de los organismos a dosis bajas (radiactividad  natural,

diagnostico, etc) que una exposicion accidental a altas dosis (accidente nuclear, por ejemplo).
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1.4.1.1. La respuesta adaptativa en procariotas

Los primeros conocimientos de interés sobre los procesos implicados en la respuesta
adaptativa, asi como las posibles enzimas responsables, se obtuvieron en organismos
procarioticos. En éstos se ha caracterizado la respuesta adaptativa a diferentes agentes.

En 1977, Samson y Cairns demostraron la existencia de una fuerte respuesta adaptativa
en E. coli tras la exposicién a agentes alquilantes. Células expuestas a dosis relativamente bajas
del agente alquilante MNNG (N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina) se mostraban resistentes a
los efectos mutagénicos y letales de un tratamiento posterior con dosis normalmente toxicas de
dicho mutageno. Esta resistencia es el resultado de una serie de procesos de reparacion
inducida denominados colectivamente respuesta adaptativa, que es independiente de la
respuesta SOS y requiere la sintesis de novo de proteinas. En células expuestas a niveles bajos
de agentes alquilantes se induce la expresion de, al menos, cuatro genes (ada, alkA, alkB,
aidB) que codifican diferentes enzimas de reparacién, entre las que se incluyen la
alquiltransferasa Ada y la glicosilasa AlkA. Ada repara las principales lesiones inducidas por
los agentes alquilantes y a la vez actia como regulador positivo de los genes implicados en la
respuesta adaptativa (Shevell y col., 1990). Los productos de los genes alkB y aidB son dos
proteinas cuya funcion bioquimica no estid aun bien caracterizada (Volkert y Nguyen, 1984;
Kondo y col., 1986), aunque el producto del gen aidB es homologo a varias deshidrogenasas
de acetil CoA de mamiferos (Landini y cbl., 1994).

Otra respuesta adaptativa bien caracterizada en bacterias es la respuesta al dafio
oxidativo. La exposicion de E. coli a bajas dosis de H,0; reduce la toxicidad de una exposicion
posterior a altas concentraciones de este agente o a dosis altas de radiaciéon ionizante‘(Demple
y Halbrook, 1983). En esta adaptacion esta implicado el regulon oxyR, regulador positivo de
nueve genes. La forma oxidada de la proteina OxyR (debido a la exposicién al H,O,, por
ejemplo) es capaz de activar la transcripcion de estos genes, que codifican entre otras enzimas
una catalasa, una alquil hidroperoxido reductasa, una glutation reductasa, una proteina de
union no especifica al ADN y una proteina de choque térmico (Davies, 1995). Otro regulén,
soxR, también parece estar implicado en este tipo de respuesta en E. coli. Cuando las células
son expuestas al ion superoxido, este regulon activa genes que codifican, entre otras, una

superoxido dismutasa y una exonucleasa (Davies, 1995).
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1.4.1.2. La respuesta adaptativa en eucariotas

Actualmente se sabe que la respuesta adaptativa también se da en diferentes organismos
eucarioticos. Se han llevado a cabo estudios de la adaptacion a distintos agentes toxicos como
son timidina tritiada, radiacion ionizante y agentes alquilantes, asi como al estrés oxidativo, en
distintos tipos celulares.

La adaptacion a la radiacion es posiblemente el proceso mas estudiado en eucariotas y
particularmente en linfocitos humanos. La respuesta al dafio generado por la radiacion
ionizante es de especial interés, ya que constituye una fuente real y potencial de dafio
medioambiental al ADN celular. Los primeros experimentos en la induccion de la adaptacién a
dosis bajas de radiacidn ionizante se realizaron en linfocitos humanos pretratados con timidina
tritiada (Olivieri y col., 1984). La timidina tritiada ([’H]-TdR) actia como una fuente de
radiacion crénica de bajo nivel, y cuando las células se exponian posteriormente a 1.5 Gy de
rayos X se observaba una reduccién en la produccion de aberraciones cromosdmicas en células
que habian incorporado el radioisétopo. Posteriormente, los trabajos llevados a cabo por
distintos autores han ido definiendo la respuesta adaptativa en diversos tipos celulares y con

diferentes agentes inductores de dafio en el ADN.

a. Caracteristicas generales de la respuesta adaptativa

La respuesta adaptativa no es lo que se suele llamar un artefacto relacionado con un
retraso en el progreso en el ciclo inducido por la radiacion, o bien con variaciones en la
radiosensibilidad de las células en las distintas fases del ciclo (Olivieri y col., 1984; Wiencke y
col., 1986; Wolff, 1996). Células femeninas tratadas con [3H]-TdR se cocultivaron con células
masculinas sin tratar, y los resultados mostraron que la [’H]-TdR no selecciona en contra de
una poblacién celular radiosensible que no alcance metafase y contribuya a la disminucion de la
produccion de aberraciones cromosomicas tras la exposicion a la radiacion (Wiencke y col.,
1986). Recientemente, los resultados obtenidos al pretratar linfocitos humanos con bajas dosis
de rayos X han llevado a la misma conclusién (Wolff, 1996). Combinando los tratamientos se
observd que el porcentaje de células femeninas y masculinas que alcanza la metafase

permanece constante independientemente del tratamiento recibido.
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Cortés y colaboradores (1990b) demostraron también que la respuesta adaptativa no se
debia a un retraso en el ciclo de las células mas dafiadas, puesto que cuando se condicionaron
linfocitos humanos con tres pulsos seguidos de H,O, en vez de uno solo (lo cual induce a
pensar en un mayor retraso) no se obtuvo una reduccién significativa en el nimero de
aberraciones cromosomicas.

Existe una adaptacion cruzada con distintos agentes inductores de dafio en el ADN. La
respuesta adaptativa al dafio producido por un determinado mutigeno se puede inducir
mediante dosis adaptativas del mismo agente o de otros que induzcan el dafio de forma similar.
Linfocitos humanos pretratados con dosis bajas de [’H]-TdR o rayos X mostraban una
reduccion significativa en la frecuencia de aberraciones inducidas por una dosis alta o de |
prueba de bleomicina (Vijayalaxmi y Burkart, 1989). Otros estudios han mostrado que el
tratamiento con H,O, era capaz de reducir tanto el nimero de aberraciones como el de
microntcleos provocados por un tratamiento posterior con rayos X (Wolff'y col., 1989; Cortés
y col., 1990b; Dominguez y col., 1993).

También parece existir una variabilidad en la adaptacion a bajas dosis de mutagenos entre
distintos individuos. Se han observado tanto disminuciones significativas como un efecto nulo
en el dafio inducido por una dosis alta de radiacion, dentro del mismo o entre distintos
donantes condicionados (Sankaranarayanan y col., 1989; Olivieri y Bosi, 1990). Para tratar de
explicar estos resultados, Olivieri y Bosi (1990) han propuesto que podrian ser consecuencia

del estado fisiologico de las células en el momento de la exposicion a la dosis condicionante.

b. Induccion de la respuesta adaptativa

La induccién de una respuesta adaptativa a la radiacion ionizante parece depender tanto
de la dosis total como de la tasa de dosis a la que se administra, de manera que solamente unas
determinadas tasas de dosis son capaces de inducir la respuesta (Shadley y Wiencke, 1989). En
linfocitos irradiados con una dosis baja de rayos X se inducia la adaptacion a una dosis de
prueba posterior si el tratamiento condicionante se administraba a una tasa de dosis concreta.
De forma parecida a la radiacion ionizante, cuando se condicionaban linfocitos humanos con
dosis bajas de bleomicina o H,O, solamente se inducia la respuesta adaptativa en un rango

determinado de concentraciones (Wolff'y col., 1989).
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Hasta el momento, los procesos moleculares que originan la adaptacion no se conocen
con detalle. Trabajos realizados en células de mamiferos (Marples y Joiner 1993; Marples y
col., 1994) demuestran que las radiaciones de alta LET son menos eficientes en la induccion de
radiorresistencia que las de baja LET para los mismos niveles de muerte celular, lo que sugiere
que las roturas de cadena simple son lesiones mas importantes en la induccion de
radiorresistencia que las roturas de doble cadena. Por otro lado, en levaduras se ha demostrado
que dosis condicionantes de neutrones son menos eficientes que los rayos X en la induccion de
una proteccion frente a la muerte celular y frente a las mutaciones producidas por una
exposicion a dosis altas de rayos X, y que la anoxia reduce la eficiencia del condicionamiento
con bajas dosis de rayos X (Boreham y Mitchel, 1991). Todo ello sugiere que el dafio
producido por los radicales libres y radiacion de baja LET pudiera ser particularmente efectivo
en la induccion de radioproteccion. Asi, probablemente las roturas de cadena simple por si
mismas serian la sefial inductora de la proteccion a través de un aumento en la capacidad de
reparacion recombinacional del ADN. Otros autores han demostrado que dosis bajas de H,O,,
que induce principalmente roturas de cadena simple, protegen eficazmente a las células de
mamiferos frente a un dafio posterior por radiacion ionizante (Sen Gupta y Bhattacharjee,

1988, Cortés y col., 1990b; Dominguez y col., 1993), lo que apoya la hipétesis anterior.

c. Influencia del ciclo celular y vida media de la respuesta adaptativa

La mayoria de los estudios en linfocitos humanos se han llevado a cabo en células
estimuladas, observandose en general una adaptacion en todas las fases del ciclo. Sin embargo,
los resultados en Gy son especialmente contradictorios, y mientras algunos autores no han
observado adaptacion en esta fase del ciclo celular (Shadley y col., 1987, Moquet y col., 1989;
Wang y col,, 1991), otros han demostrado que la respuesta adaptativa se puede inducir en
células quiescentes (Sanderson y Morley, 1986; Cai y Liu, 1990; Liu y col., 1992; Barquinero
y col., 1995, 1996). Una vez inducida la respuesta se ha observado que se requiere al menos un
intervalo de 4 a 6 horas entre la exposicion a la dosis condicionante y a la dosis de prueba para
detectar reducciones en el nimero de aberraciones en linfocitos humanos (Shadley y col,

1987); ademas, parece ser que la respuesta puede persistir durante tres ciclos celulares. Cai y
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Liu (1990) demostraron también que la respuesta adaptativa podia volver a ser inducida si la

dosis condicionante se repetia en el tercer ciclo.

d. Mecanismo de la respuesta adaptativa

La naturaleza molecular del mecanismo responsable de la respuesta adaptativa ain no ha
sido esclarecida, aunque es bien sabido que se requiere la sintesis de proteinas de novo para la
induccién de la misma. Youngblom y colaboradores (1989) observaron que cuando trataban
linfocitos humanos con cicloheximida 4 6 6 horas después del condicionamiento no se inducia
la respuesta adaptativa, lo que indicaba que en ese momento se estaba sintetizando alguna
proteina necesaria para la adaptacion. De hecho, en linfocitos humanos se ha detectado sintesis
de proteinas durante las primeras horas tras la dosis condicionante (Wolff'y col., 1989).

En células de ovario de hamster chino también parece haber un aumento en la sintesis de
al menos 20 proteinas durante la adaptacion a H,O,, entre las cuales no se incluyen actividades
de enzimas antioxidantes como catalasa, glutation peroxidasa o superoxido dismutasa (Wiese y
col., 1995). Asimismo, en linfocitos humanos preirradiados con una dosis baja de rayos X
aparecen ARNm que no estin presentes en las células control (Wolff, 1996) y que podrian
corresponder a posibles genes de reparacion implicados en la adaptacion. Por otro lado, en las
células no irradiadas existen también ARNm que no aparecen en las preadaptadas, que quiza
pudieran ser transcritos de genes reguladores negativos de la reparacion del ADN, por lo que
la respuesta podria ser atribuible bien a la induccién de nuevas enzimas o a la inhibicidén de
represores presentes en células no preadaptadas (Wolff, 1996). |

Se ha demostrado que la respuesta adaptativa puede ser bloqueada por la
3-aminobenzamida tras el tratamiento de prueba (Wiencke y col., 1986; Shadley y Wolff,
1987), lo que sugiere un posible papel de la actividad poli(ADP-ribosa)polimerasa en la
reparacion de las lesiones del ADN, ya que dicho compuesto inhibe a la enzima.

La expresion de la quinasa C de proteinas se incrementa después de una exposicion a
distintas dosis de radiacion ionizante (Woloschak y col., 1990). Asimismo, el calcio intracelular
activa a la quinasa C (Hallahan y col., 1994), por lo que el hecho de que agentes quelantes de
calcio o el antagonista TM8 impidan la adaptacion en linfocitos apoya el posible papel de la

activacion de la quinasa C en la expresion de la respuesta adaptativa (Wojewodzka y col,
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1994). Estos resultados parecen indicar que la ruta mediada por dicha enzima es un paso clave
en la transduccion de la sefial inducida por la dosis condicionante.

La activacion de la quinasa C iniciaria una cascada de fosforilacion que daria lugar a la
induccion de genes (genes de respuesta temprana). Los productos de estos genes regularian la
expresion de otros genes que contribuirian en si al efecto protector dando lugar a una
reparacion mas eficiente del dafio potencialmente letal inducido por la dosis alta o de prueba.
En cualquier caso, la naturaleza y funcion de las posibles proteinas implicadas ain no estén
claramente definidas, ya que se ha demostrado que cuando se exponen levaduras a dosis -
condicionantes de HO, se incrementa la expresion de genes que codifican enzimas
antioxidantes (Davies y col., 1995), de manera que se podria decir que la resistencia al estrés
oxidativo estaria determinada tanto por la capacidad antioxidante de la célula, como por la

actividad de enzimas implicadas en reparacion.

1.4.2. Modulacién del daiio en el ADN con enzimas de reparacion

La reparacion puede ser regulada exdgenamente suministrando a las células un aporte
extra de determinadas enzimas implicadas en este proceso, aunque este tema no parece estar
tan bien caracterizado como ocurre con la respuesta adaptativa.

Investigaciones recientes nos vienen demostrando que extractos celulares o proteinas
especificas implicadas en la reparacion del ADN son capaces de activar la reparacion en ADN
aislado. Estudios realizados in vifro han demostrado que extractos de células HeLa son
capaces de reunir las roturas inducidas en el ADN aislado de una linea celular de carcinoma de
pulmon, siendo la eficiencia similar a la observada en células completas (Cheong y col., 1996;
Cheong e Iliakis, 1997). Por otra parte, se han obtenido resultados similares con ADN aislado
de procariotas, donde se ha conseguido reparar por recombinacién roturas de doble cadena
con extractos de proteinas purificadas de E. coli (Morel y col., 1997).

En este sentido, se logrd un gran avance en la modulacion del dafio en el ADN con
enzimas de reparacion en células intactas. Lineas celulares mutantes defectuosas en reparacion
recuperan su fenotipo silvestre cuando se tratan con extractos celulares de células no
defectuosas. En células de Xeroderma pigmentosum se ha conseguido corregir el defecto en la

reparacion por escision inyectando en las mismas extractos de células humanas eficientes en
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reparacidn (HeLa) o de un grupo distinto de complementacion, detectandose distintos niveles
de correccién del fenotipo mutante con los diferentes grupos de complementacion (Vermeulen
y col., 1986).

También se ha conseguido revertir el fenotipo mutante con proteinas purificadas en vez
de extractos celulares. Células del grupo de complementacion XP-E (que carece de una
proteina de unidn a zonas dafiadas del ADN) revierten cuando se les inyecta la proteina
humana purificada (Keeney y col., 1994). Asimismo, cuando se permeabilizan las células y se
les da la enzima de reparacion en la que son defectuosas éstas recuperan su capacidad para
reparar. Tsongalis y colaboradores (1990) han demostrado que se puede corregir el defecto en
la reparacion por escision en células de Xeroderma pigmentosum defectivas en el paso de
rotura de cadena del ADN por ataque endonucleolitico, cuando éstas son electroporadas con
endonucleasas procedentes de células normales.

Hasta ahora hemos visto que en lineas celulares mutantes defectivas en algin paso de la
reparacion, el ADN es susceptible de ser reparado por extractos celulares o enzimas aisladas
de células eficientes en reparacion. Sin embargo, las ligasas de ADN aisladas de organismos
procaridticos son también capaces de reparar el dafio residual no reparable en células
eucarioticas normales. ‘

Las enzimas de restriccién son agentes radiomiméticos que inducen roturas de doble
cadena en el ADN. Distintos investigadores han mostrado que al introducir ligasa del fago T4
simultineamente con enzimas de restriccion en células en cultivo, se incrementa la capacidad
de reparacion del dafio de dichas células, observandose la respuesta a nivel de aberraciones
cromosomicas, micronicleos y supervivencia celular.

Durante y colaboradores (1991) analizaron la supervivencia celular tratando fibroblastos
de raton (C3H10T1/2) permeabilizados con ligasa del fago T4 junto con la enzima de
restriccion Pvull (que induce roturas con extremos romos), y observaron que la ligasa
aumentaba considerablemente la supervivencia hasta cierto nivel, ya que se pudo observar una
saturacion en la actividad de dicha enzima con dosis altas de la misma.

Por otro lado, también se ha demostrado la capacidad de la ligasa del fago T4 para reunir
las roturas inducidas por Pvull en fibroblastos de hamster chino permeabilizados con
estreptolisina O (Bryant y Johnston, 1993). En células CHOG6 y xrs5 tratadas simultineamente

con la enzima de restriccion y con la- ligasa disminuia el dafio cromosémico inducido por la
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enzima de restriccion, medido como micronticleos en células binucleadas, comparado con el
inducido por Pvull solamente.

En nuestro laboratorio se ha demostrado que la ligasa del fago T4 es capaz de reunir
tanto extremos romos como extremos cohesivos producidos por enzimas de restriccién en
células CHOG, aunque estos tltimos son ligados con una mayor eficiencia (Ortiz y col., 1995).
Estos autores proponen que la ligasa es activa dentro de la célula por un largo periodo de
tiempo (aproximadamente 20 horas), puesto que era capaz de reducir el numero de
aberraciones de tipo cromatidico, aparentemente inducidas por las enzimas varias horas
después de la electroporacion. Los resultados obtenidos parecian indicar que la reparacion de
las lesiones no era propensa al error, ya que la ligasa disminuia tanto el nimero de aberraciones
de tipo deleciéon como el de tipo intercambio, lo que sugeria que la ligacion de las roturas
resultaba en la restitucion correcta de la estructura original del cromosoma, no ocurriendo, por
tanto, una reunidn incorrecta con otra rotura de doble cadena presente en el mismo o en otro

cromosoma distinto.
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1.5. OBJETIVOS

El estudio del dafio en el ADN, asi como de los mecanismos de reparacion de dicho
dafio, es de particular importancia para la salud humana y de los seres vivos en general. Es
importante, por tanto, caracterizar la posible respuesta frente a una exposicion a la radiacion
ionizante medioambiental bien natural o accidental. Comparados con dosis altas, los efectos
celulares y genéticos de dosis bajas de radiacién no se conocen en profundidad, aunque en
diferentes organismos se ha demostrado la existencia de un posible mecanismo que protege a
las células frente a una agresion posterior, la denominada respuesta adaptativa. Existe gran
controversia sobre su existencia en linfocitos humanos quiescentes y por otro lado, aunque se
han llevado a cabo muchos estudios sobre la respuesta adaptativa en células humanas en estado
proliferativo, son mas escasos los que se han realizado en cultivos primarios de otros
organismos de interés con riesgo de una posible exposicion a radiacion medioambiental.

Por otro lado, la potenciacién de la reparacion del ADN puede ser regulada
exOgenamente mediante el aporte de enzimas implicadas en dicho proceso. En nuestro
laboratorio se habia observado previamente que la introduccion de una ligasa de origen
procariético (ligasa de ADN del fago T4) disminuye el dafio residual (imposible de reparar por
la maquinaria de reparacion celular) producido por enzimas de restriccion en fibroblastos de

hamster chino en cultivo.
Teniendo en cuenta lo anterior, los objetivos del presente trabajo han sido:
1) Comprobar la existencia de la respuesta adaptativa en linfocitos humanos en Gy cuando
éstos son adaptados con perdxido de hidrogeno o una dosis baja de rayos X antes de
irradiarlos con una dosis alta de este agente clastogénico. Para evaluar el dafio se empled el

ensayo de micronucleos en células binucleadas.

2) Analizar la induccion de este fenomeno en linfocitos estimulados de vaca y de conejo,

utilizando igualmente el ensayo de micronucleos en células binucleadas.

3) Comprobar si la ligasa del fago T4 es capaz de cooperar con la propia maquinaria celular en

la reparacion del dafio producido por bleomicina tanto en fibroblastos de hamster chino
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(CHO6) como en linfocitos humanos. En este caso se introdujeron mediante
electroporacién tanto la droga como la enzima, estudiando en las células CHOG el efecto de
la ligasa en la frecuencia de aberraciones cromosdmicas y muerte celular producidas por la
bleomicina. Con objeto de estudiar la modulacién del dafio producido por la bleomicina
mediante ligasa ex6gena en linfocitos humanos no estimulados, empleamos la electroforesis

de células individuales, cominmente denominada “ensayo del cometa”.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. MATERIAL EXPERIMENTAL

Como material experimental se emplearon cultivos primarios de linfocitos de mamiferos
(humanos, bovinos y de conejo) obtenidos de sangre periférica de varios donantes y animales
sanos, asi como una linea celular establecida (CHOG6) procedente de fibroblastos de ovario de

hamster chino.

2.2. CONDICIONES GENERALES DE CULTIVO
2.2.1. Linfocitos humanos, bovinos y de conejb

Los cultivos se realizaron a partir de sangre extraida por puncion venosa con un frasco
de vidrio estéril (Venoject, Terumo) heparinizado (1% p/v). Se mezclé sangre completa de
donantes sanos (10 ml) con 90 ml de medio RPMI 1640 (Bio<>Whittaker) suplementado con
suero fetal bovino (Gibco) al 10%, 2 mM de L-glutamina, 50 U/ml de penicilina, 50 pg/ml de
estreptomicina. Para estimular la division celular de los linfocitos, normalmente en fase
estacionaria (Gy), se afiadia a los cultivos fitohemaglutinina al 2% (v/v) (GIBCO). Las células
se cultivaron en suspension en frascos de vidrio estériles (Pyrex) en un incubador a 37 °C y con

una atmosfera del 5% de CO..

2.2.2. Fibroblastos de ovario de himster chino (CHO6)

Las células se cultivaron en monocapa en frascos de Roux (Nunc) y se dejaron crecer en
las mismas condiciones de concentracion de CO, y temperatura descritas para los linfocitos. El
medio de cultivo utilizado fue McCoy’s 5A (Bio<>Whittaker) suplementado con 10% de suero
fetal bovino, L-glutamina (2 mM), penicilina (50 U/ml) y estreptomicina (50 pug/ml). Todos los
experimentos se iniciaron cuando las células se encontraban en fase de crecimiento

exponencial.
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2.3. ENSAYOS PARA LA DETECCION DEL DANO EN EL ADN
2.3.1. Ensayo de aberraciones cromosomicas

Uno de los efectos citolégicos mas claros de los distintos agentes mutagénicos es la
produccién de dafio en los cromosomas. Las roturas en el ADN pueden dar lugar a
alteraciones estructurales en los cromosomas, denominadas aberraciones cromosémicas. Las
aberraciones cromosdmicas pueden clasificarse en aberraciones de tipo cromatidico o
cromosémico, segun afecten a una sola cromatida o a ambas (al mismo nivel) en el
cromosoma, lo cual depende del tipo de dafio inducido y la fase del ciclo en que ha tenido
lugar. Asi, los agentes se pueden clasificar, segiin el tipo de lesion que produzcan, en
S-dependientes o S-independientes. Los primeros inducen lesiones que han de pasar por una
fase S para poder ser visualizadas como aberraciones de tipo cromatidico. Los agentes
S-independientes, como los rayos X y compuestos radiomiméticos, por el contrario, producen
aberraciones cromatidicas cuando se exponen las células en la fase G,, aberraciones de tipo
cromosémico en Gy 0 G y ambos tipos de aberraciones en la fase S, dependiendo de si la zona

implicada se ha replicado o no al producirse la lesiéon en el ADN (figura 11).
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Figura 11. Tipos de aberraciones observadas en este trabajo
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La produccion final de aberraciones cromosomicas resulta del balance del dafio inducido
y de la eficacia y exactitud en la reparacion de las lesiones. La reparacion puede reconstruir la
configuracion original del cromosoma (restitucién), puede provocar la unién entre extremos
ilegitimos (aberraciones de tipo intercambio) o puede dar lugar a deleciones al quedarse la

rotura abierta.

2.3.2. Ensayo de micronicleos

Los micronucleos son fragmentos de cromosomas 0 cromosomas enteros que no se
incorporan al nicleo de las células hijas durante la mitosis, como resultado de una rotura
cromosdmica (clastogénesis) o defectos en el huso mitdtico (aneugénesis). Presentan las
mismas propiedades que el nucleo principal, y estan envueltos por una membrana nuclear,

aunque son de un tamafio mucho menor (figura 12).

CytB

Figura 12. Origen de los micromicleos. Los micronicleos se originan a partir de cromosomas enteros o de
fragmentos de cromosomas que no se incorporan al nucleo de las células hijas durante la mitosis. Las células
que son tratadas con citocalasina B, y que por tanto han dividido su nucleo una sola vez, aparecen como
binucleadas. Los microniicleos se cuentan solamente en estas células, evitindose asi 1a estimacién incorrecta
del dafio que supondria incluir en el recuento los linfocitos que no se han dividido (mononucleados).

El anélisis de los micronicleos en linfocitos en cultivo es un método frecuentemente
aplicado como indicador biologico muy sensible del dafio cromosémico inducido por la
radiacion ionizante o agentes quimicos, ya que la metodologia es simple y permite una
valoracion rapida de un gran nimero de células, mientras que el ensayo de aberraciones

cromosoOmicas requiere bastante experiencia.
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Solamente las células que se han dividido pueden expresar los micronacleos, por lo que
esta técnica daria lugar a una estimacion errénea del dafio si no se identifican claramente las
células que han sufrido un ciclo de divisién. Incluir células que se han dividido mas de una vez
puede resultar también en una estimacion incorrecta del dafio (Fenech, 1993). En este sentido,
el método de bloqueo en citocinesis introducido por Fenech y Morley en 1985 ha mejorado
notablemente la fiabilidad de la técnica.

Para identificar las células que se han dividido una sola vez se bloquea la citocinesis con
citocalasina B (Cyt-B). Esta droga, aislada del hongo Helmintosporum dematoideum, impide
la polimerizacién de la actina necesaria para la separacion de las células hijas tras la telofase
(Carter, 1967), de manera que las células se muestran como binucleadas, lo que las hace

facilmente identificables en la poblacion total de linfocitos (figura 12).

2.3.3. Electroforesis de células aisladas en gel de agarosa (SCGE) o “ensayo del cometa”

El ensayo del cometa es un método rapido, sensible y facilmente reproducible para
determinar las roturas inducidas en el ADN por distintos agentes mutagénicos en células
eucaridticas (Fairbairn y col., 1995). La ventaja principal de este método es que no es
necesario un numero alto de células para realizarlo y es un ensayo muy util para trabajar en
células quiescentes, ya que no requiere células proliferativas para poder observar el dafio.

La técnica fue descrita por primera vez por Ostling y Johanson en 1984 como una
técnica microelectroforética que permitia visualizar directamente el dafio en el ADN en células
~ individuales. Estos autores tomaron una suspension de células incluidas en agarosa y la
depositaron en un portaobjetos; posteriormente lisaron las células y las sometieron a una
electroforesis, tras lo cual observaron que los fragmentos de ADN migraban desde el nicleo
original hacia el 4nodo, siendo mas pronunciada la migracion en células irradiadas.

En 1988 Singh y colaboradores modificaron la técnica usando una solucién de lisis muy
alcalina, para conseguir un ADN maés limpio y libre de histonas. El tratamiento alcalino seguido
de una electroforesis también a pH elevado permite detectar tanto las roturas dobles y simples
como los sitios labiles a alcali. La migracion del ADN depende del tamafio de los fragmentos y

del nimero de éstos, de forma que cada célula tiene la apariencia de un cometa (figura 13).
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Nicleo control Nucleo dafiado

Figura 13. Aspecto de los niicleos tras el ensayo del cometa. Tras la lisis celular y la electroforesis los
nucleos control tienen un aspecto redondeado, mientras que los dafiados adquieren la forma de un cometa, ya
que los fragmentos de ADN migran hacia el dnodo.

2.4. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

2.4.1. Respuesta adaptativa a los rayos X

2.4.1.1. Linfocitos humanos en G,

La respuesta adaptativa se ha estudiado siguiendo dos protocolos distintos para el
tratamiento condicionante. En un primer grupo de experimentos, dicho tratamiento consistid
en una dosis de perdxido de hidrogeno (H,0,) administrada en Gy a distintos tiempos antes de
la estimulacion de las células con el agente mitogénico fitohemaglutinina (PHA). En el segundo
grupo, las células se condicionaron irradiandolas con una dosis baja de rayos X, administrada a
distintas tasas de dosis.

En experimentos previos se habia observado que una dosis de 250 pM de H,O, era
efectiva como condicionante para inducir una clara respuesta adaptativa en linfocitos humanos
estimulados sin ser toxica (Cortés y col., 1990b; Dominguez y col., 1993), por lo que optamos
por emplearla como dosis condicionante en linfocitos sin estimular. Respecto a la dosis
condicionante de rayos X, elegimos 2 cGy, dosis que habian usado otros autores en distintos
tipos celulares para estudiar la induccion de la respuesta adaptativa a dosis altas de radiacion,
con resultados en principio contradictorios (Shadley y col., 1987; Cai y Liu, 1990; Wang y
col,, 1991).
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a. Tratamiento condicionante

Las células se mantuvieron en el incubador con una atmésfera del 5% de CO; a 37°C
hasta que fueron condicionadas. Cuando se emple6 H>O, como tratamiento condicionante, las
células se expusieron durante 30 min. a una dosis de 250 uM de este agente a distintos tiempos
(6.5, 3.5 6 0.5 horas) antes de la estimulacién. Durante los 30 min., los cultivos también
permanecieron en el incubador a 37°C y con una atmoésfera del 5% de CO..

Una vez condicionadas, las células se lavaron con medio fresco y se cultivaron con
fitohemaglutinina al 2% para estimularlas. Las células control y las que solo iban a recibir el
tratamiento de prueba fueron procesadas del mismo modo (centrifugacion y lavado), excepto
la adicion de H,0, al medio. El H,0, se prepar6 en agua destilada a la concentracion deseada a
partir de una solucién concentrada 10 M y se aplicé a las células en tubos de centrifuga
estériles.

El tratamiento condicionante con rayos X se administrd justo antes de estimular el
cultivo y consistid en la irradiacién de las células con 2 c¢Gy de rayos X a diferentes tasas de
dosis (1, 10 6 20 ¢Gy/min.). Para irradiar se emple6 un acelerador lineal Philips SL 75-20, con
8 MeV de energia.

Inmediatamente después del condicionamiento con rayos X se afiadi6 fitohemaglutinina a
los cultivos, se pasaron al incubador y se cultivaron en frascos de vidrio estériles. Las células
control y las que solo iban a recibir el tratamiento de prueba fueron manipuladas del mismo

modo excepto que no eran irradiadas con la dosis baja de rayos X.

b. Tratamiento de prueba

Para ambos grupos de experimentos, transcurridas 30 horas de estimulacion los cultivos
se expusieron al tratamiento de prueba, que consisti6 en la irradiacion de las células con 1.5 Gy
de rayos X con el mismo acelerador lineal empleado para el tratamiento condicionante, a una
tasa de dosis de 2 Gy/min. Tras ser irradiadas, las células se pasaron de nuevo al incubador y se
dejaron crecer en medio completo con citocalasina B (Sigma) hasta su fijacion, entre 24 y 30

horas después.
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2.4.1.2. Linfocitos bovinos y de conejo estimulados

Para estudiar en estas células la respuesta adaptativa decidimos seguir el mismo
protocolo que previamente se habia comprobado que era util para estudiar la adaptacion a los
rayos X de linfocitos humanos estimulados y condicionados con H,O, (Dominguez y col,,
1993). Experimentos preliminares mostraron que estas células eran mas sensibles a los rayos X
y al peroxido que los linfocitos humanos, por lo que se bajaron las dosis de ambos agentes.
Asimismo, comprobamos que el tiempo que permanecian estimulandose antes del tratamiento
condicionante influia en el nimero de células binucleadas que encontrabamos, por lo que
decidimos aumentar el tiempo de estimulacion de 24 horas, que era el empleado con linfocitos

humanos, hasta 48 horas. Asi nos asegurabamos una proliferacion celular idonea.
a. Tratamiento condicionante

La sangre completa se mezclé con el medio completo y la fitohemaglutinina para
estimular la entrada de los linfocitos en ciclo. Las células se cultivaron en frascos de vidrio
estériles y se dejaron crecer en un incubador a 37°C y con una atmoésfera del 5% de CO,. Tras
48 horas de estimulacion los cultivos se expusieron al tratamiento condicionante con H;O».

Los linfocitos bovinos se trataron con 5, 25, y 50 uM de H,O,, mientras que las dosis
elegidas para condicionar los linfocitos de conejo fueron 25, 50 y 75 pM. Las caracteristicas
del tratamiento condicionante fueron las mismas que las descritas para los linfocitos humanos

en el apartado anterior.
b. Tratamiento de prueba

Los cultivos se expusieron 24 horas después del condicionamiento a un tratamiento de
prueba con 1 Gy de rayos X (en lugar de los 1.5 Gy empleados para los linfocitos humanos)
usando el mismo acelerador lineal. Tras el tratamiento de prueba las células se cultivaron
durante 24 horas mas en medio completo al que se le afiadié citocalasina B para obtener

células binucleadas, de forma similar a como habiamos procedido con los linfocitos humanos.
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2.4.1.3. Obtencion de células binucleadas, fijacion y tincion

Inmediatamente después del tratamiento de prueba, se afiadié al medio citocalasina B
para bloquear la citocinesis y observar los micronucleos en células binucleédas. La citocalasina
B, como ya se ha comentado anteriormente, tiene la propiedad de inhibir la polimerizacion de
la actina bloqueando por tanto la citocinesis, con lo que se induce la aparicion de células
binucleadas. Esta droga se prepar6 como una soluciéon concentrada en dimetilsulfoxido
(DMSO) (Sigma) a una concentracion de 2 mg/ml, que se mantuvo a -80°C. En el momento de
su utilizacion, se diluyo en PBS y se administrd a los cultivos a una concentracion final de
6ug/ml. Se ha comprobado que con esta dosis de citocalasina B mas del 90% de células
estimuladas aparecen como binucleadas (Littlefield y col., 1989).

Una vez transcurridas las horas de recuperacion en citocalasina B, se recogieron las
células en tubos de plastico de 10 ml de fondo cénico y se centrifugaron a 1200 rpm durante 6
minutos. A continuacién se eliminé el sobrenadante y el precipitado celular se resuspendié con
suavidad, tras lo cual fueron sometidas a un choque hipoténico muy suave (1 min. en CIK
0.075 M a 37°C). Tras una nueva centrifugacion en idénticas condiciones, se desech6 el
sobrenadante y se resuspendieron las células en solucion fijadora de metanol:acido acético
glacial recién preparada (3:1 v/v), en la que se mantuvieron a 4°C al menos 10 min., tras los
cuales se volvieron a centrifugar y se lavaron con PBS a 4°C. Por ultimo, las células se fijaron
en una mezcla de metanol:acido acético glacial (6:1 v/v), manteniendo siempre la temperatura
a 4°C. Previamente se habia comprobado que estas condiciones de fijacion eran las idoneas
para obtener células binucleadas con el citoplasma en muy buen estado de conservacion, lo
cual es fundamental para una correcta evaluacion.

El precipitado de la ultima centrifugacion se resuspendié en el volumen adecuado de
fijador, se tomaron algunas gotas de la suspension de células fijadas con una pipeta Pasteur y
se vertieron sobre portaobjetos de cristal humedecidos (4°C). Las preparaciones se dejaron
secar en cajas de madera sobre una placa calefactora a 37°C durante al menos 24 horas. La
‘tincidn se realizé con Giemsa (Merck) al 3% en tampén fosfato Sérensen (POJKH,; 60 mM,
PO4Na,H 60 mM, pH 6.8) durante 4-6 min. Una vez realizada la tincion, las preparaciones se
dejaron secar a 37°C y se pusieron en definitivo, dandoles 2 pasos en Xilol (Panreac) antes de

colocar los cubreobjetos con el medio de montaje DPX (Fluka).
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2.4.2. Modulacién del daiio inducido por bleomicina con ligasa del fago T4
2.4.2.1. Electroporacion

Tanto la bleomicina (Almirall) como la ligasa del fago T4 (Promega) se introdujeron en
las células usando un electroporador Gene Pulser (Bio-Rad) conectado a un extensor de la
capacitancia. Las células se centrifugaban y después de decantar el sobrenadante y lavar con
medio sin completar, se contaban usando un contador de células (Coulter counter, modelo Z1)
y se resuspendian en este mismo medio a una concentracion aproximada de 2-2.5x10°
células/ml. En cada camara de electroporacion (Bio-Rad Gene Pulser cuvette, 0.4 cm) se
ponian 800 pl de esta suspension celular, asi como bleomicina, ligasa y sus correspondientes
tampones cuando se requeria, completando hasta un volumen de 820 pl con medio de cultivo.
Las células se electroporaban con una capacitancia de 960 pF y un voltaje de 750V/cm y se
dejaban las camaras unos minutos en hielo con el fin de mantener los poros celulares abiertos.
Posteriormente, las células se pasaban a frascos con 5 ml de medio completo, manteniéndose
en el incubador hasta ser procesadas segin la técnica que se fuera a emplear.

La solucion concentrada de bleomicina se preparé a una concentracién de 1.5 U/ml en
CINa al 0.9% y se mantuvo a —20°C hasta el momento de su uso, en el que se diluia para
obtener la concentracion adecuada. Tanto la ligasa de T4, disuelta en tampén de
almacenamiento (Tris-CIH 10 mM pH 7.4, CIK 50 mM, DTT 1 mM, EDTA 0.1 mM, glicerol
50% v/v) como el tampén de ligacidn (Tris-CIH 300 mM pH 7.8, DTT 100 mM, ATP 10 mM)

se mantuvieron también a -20°C hasta su utilizacion.

2.4.2.2. Modulacion del dafio en fibroblastos de hamster chino

En este tipo celular, la posible ayuda en la reparacion con ligasa exdgena sobre el dafio
inducido por bleomicina se analizo utilizando ensayos de supervivencia celular
(clonogenicidad) y recuento de aberraciones cromosdmicas (clastogénesis) para los distintos
tratamientos. Los ensayos de supervivencia celular nos aportan una medida directa de la
fraccion de células capaz de formar macrocolonias, es decir, de continuar dividiéndose

normalmente después de ser expuestas a un agente que dafie el ADN.
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a. Estudio dosimétrico de la bleomicina

Con intencién de analizar la capacidad de la electroporacion para permitir la entrada de
la molécula de bleomicina al interior celular, se hicieron experimentos previos tratando las
células con varias dosis de dicho antibiético con o sin electroporacion, y analizando la
supervivencia celular.

Para este experimento, las células fueron procesadas para ser electroporadas siguiendo el
procedimiénto descrito en el apartado anterior, y se utilizaron dosis de bleomicina de 75, 150,
300, 600, 1200, 2400 y 4800 nU. Tras la electroporacion las cdmaras se dejaron en hielo 5
min. y seguidamente las células se pasaron a tubos de centrifuga que se dejaron en el incubador
a 37°C durante 30 min. Las suspensiones celulares se diluyeron entonces para el estudio de la
supervivencia celular, sembrandose 300 células por placa (Costar) con 5 ml de medio completo
en el control negativo y 600 células en el resto de los tratamientos. Las células se cultivaron
una semana en el incubador a 37°C con un 5% de CO, en aire humidificado.

Estas mismas dosis de bleomicina se aplicaron en otras camaras llevadas paralelamente
con las anteriores y no sometidas al choque eléctrico, con el fin de comparar con las
electroporadas. En este caso se sembraron 300 células por placa y las colonias se dejaron

crecer también durante una semana.
b. Tratamientos

Tanto la bleomicina como la ligasa se introdujeron por electroporacién en las células
siguiendo el protocolo ya descrito. A 800 ul de suspension celular se le afiadi6 el volumen
apropiado para tener una dosis de bleomicina de 300 nU (dosis cuya eficacia se habia probado
previamente) maés las unidades deseadas de ligasa de T4 (6, 12 y 18 U). Asimismo, se
realizaron diferentes controles de supervivencia celular electroporando las células en medio de
cultivo, o bien con los tampones de la ligasa y CINa o con las distintas dosis de ligasa.

Tras la electroporacion se pasaron las células a hielo 5 min. y después a tubos de
centrifuga que permanecieron en el incubador durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo,
un pequefio volumen de estas suspensiones se diluyd y procesé para los estudios de la

supervivencia celular de la misma manera descrita anteriormente.
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En los mismos cultivos donde se analizd la supervivencia, las células restantes se
procesaron para realizar posteriormente un estudio de las aberraciones cromosomicas. Las
células se sembraron en multipocillos (Nunc) con 5 ml de medio fresco completo, el cual se
cambid 2 horas después. Para analizar la produccion de aberraciones cromosémicas, 16 horas
después la electroporacion, en un caso, 6 19 horas en un segundo grupo de células, se afiadio
colcemida al medio a una concentraciéon de 2x10”7 M para detener las células en metafase y se
realizaron fijaciones 3 y 6 horas después del tratamiento con la colcemida. De esta forma se
observaron las aberraciones inducidas 19, 22, 25 y 28 horas después de la electroporacion.

La solucion concentrada de colcemida (10° M) se prepard en agua destilada y se
mantuvo a 4°C hasta el momento del uso, en el que se afiadi6 al cultivo el volumen necesario

para tener la concentracion adecuada.
c. Obtencion de colonias, fijacion y tincion

Transcurrida una semana de cultivo se procedi6 a la fijacion y tincion de las colonias.
Para ello, se desechd el medio de las placas y se trataron durante 10 min. con metanol puro, se
lavaron brevemente con tampén fosfato Sorensen y se tifieron con Giemsa al 10% en ese
mismo tampdn durante 5 minutos. Una vez eliminado el exceso de Giemsa con agua destilada,
las placas se dejaron secar a 45°C durante 2 horas.‘ Se contaron aquellas colonias que
presentaban mas de 50 células, usando para ello un contador de colonias (Bioblock, modelo
50300), y se calculd la eficiencia en placa (Ep) y la fraccion de supervivencia (FS) utilizando

las siguientes formulas:

N° de colonias observadas en placas controles

Ep=
N° total de células sembradas

N° de colonias observadas en placas tratadas
FS= x 100
N° de colonias sembradas en placas tratadas x Ep
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d. Obtencion de metafases, fijacion y tincion

Las células se recogieron en tubos de plastico de 10 ml y se centrifugaron a 800 rpm
durante 6 minutos. A continuacion se elimind el sobrenadante y el precipitado celular se
resuspendid con suavidad, tras lo cual las células fueron sometidas a un choque hipoténico con
CIK 0.075 M a 37°C durante 2 min. Tras una nueva centrifugacion en idénticas condiciones, se
desecho el sobrenadante, se resuspendieron las células en solucion fijadora de metanol:acido
acético glacial recién preparada (3:1 v/v) y se volvieron a centrifugar. Esta fijacion se repitio
una segunda vez. ,

El precipitado de la ultima centrifugacion se resuspendié en el volumen adecuado de
fijador, se tomaron algunas gotas de la suspension de células fijadas con una pipeta Pasteur y
se vertieron sobre portaobjetos humedecidos. La tincion con Giemsa y montaje con DPX se
realizd de la forma ya descrita para las células binucleadas. |

La electroporacion induce un considerable retraso en el ciclo, por lo que normalmente
hay que dejar transcurrir tiempos largos entre el tratamiento y la fijacion. Sin embargo, también
cabria esperar que un porcentaje de células poco afectadas por la electroporacion pudieran
llegar a la segunda mitosis. Para comprobar que solamente se¢ analizaba la primera mitosis
después de la electroporacion, un grupo de células fue cultivada en presencia de
bromodesoxiuridina (BrdU) 5uM, desoxicitidina (dC) 100uM y fluorodesoxiuridina (FdU)
1uM (Sigma) hasta su fijacion 22 horas después del tratamiento.

Todas las soluciones concentradas (BrdU, 10® M; FdU, 10* M; dC, 102 M) se
prepararon en agua destilada en condiciones estériles y se mantuvieron a 4°C hasta el momento
del uso, en el que se afiadié al cultivo el volumen necesario para tener la concentracion
adecuada.

La BrdU es un analogo de la timidina con un atomo de Br en la posicion 5 del anillo de
pirimidina capaz de incorporarse en el ADN. El método de tincion del ADN bromosustituido
que se utiliza en nuestro laboratorio (Cortés y col., 1987) es una adaptacion de la técnica de
fluorescencia més Giemsa (FPG) de Perry y Wolff (1974). Para ello, las preparaciones ya secas
se sumergieron en una solucion del fluorocromo Hoechst 33258 (Sigma) a una concentracion
final de 0.5ug/ml en tampon Sorensen, durante 20 min. en oscuridad. A continuacién se
lavaron los portaobjetos brevemente en tampén Sorensen para eliminar los restos del

fluorocromo, se colocd un cubreobjetos a cada uno y se pusieron sobre una placa calefactora
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previamente calentada a 57°C. Seguidamente se sometieron durante 7 min. a irradiacién con
luz ultravioleta con una lampara que emite a una longitud de onda de 360 nm (Sylvania,
modelo F15T8BLB) para provocar la desnaturalizacion de las cromatidas bromosustituidas, se
lavaron de nuevo en tampdn Sorensen para desprender los cubreobjetos y se tifieron con
Giemsa al 3% disuelto en el mismo tamp6n durante 6 min., tras lo cual los portaobjetos se
secaron y pusieron en definitivo con DPX.

La solucién concentrada de Hoechst se prepard a 1 mg/ml en agua destilada y se
mantuvo a 4°C hasta su uso.

Tras dos ciclos de division, la cromatida sustituida en ambas hebras con BrdU presenta
menor afinidad por el colorante que su cromatida hermana, que estd monosustituida, y presenta
finalmente una coloracion mas clara. De esta manera podemos distinguir aquellas células que
se han dividido mas de una vez por la presencia de una cromatida de color méas claro y otra de

un color violeta mas intenso (tincién diferencial entre cromatidas hermanas).

2.4.2.3. Modulacidn del daiio en linfocitos humanos en G,

Para comprobar si la ligasa del fago T4 podia reducir el dafio inducido por la bleomicina
en linfocitos humanos en Gy, aplicamos un gradiente de Ficoll-Paque (Seromed) a la sangre
para aislar la fraccién de linfocitos. Los linfocitos aislados de sangre periférica se
electroporaron con la dosis apropiada de bleomicina, sola o junto a 6, 12 6 18 U de ligasa del
fago T4, de acuerdo con el método ya. descrito. El efecto de la ligasa en la posible reparacion
se observo en preparaciones procesadas para el ensayo del cometa (SCGE) y se analizo por

densitometria.
a. Aislamiento de los linfocitos

La sangre periférica heparinizada se mezcld al 50% con medio sin completar y se
depositaron 5 ml de esta mezcla muy lentamente, para que no se mezclasen, sobre 3 ml de
Ficoll en tubos de centrifuga de plastico. Los tubos se centrifugaron durante 10 min. a 2000
rpm de manera que se establece un gradiente en el que los linfocitos aparecen COmo una capa

intermedia, que se recogié con mucho cuidado y se lavé varias veces con medio sin completar.
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Tras varios lavados, las células aisladas se dejaron reposar en el incubador aproximadamente
una hora en un frasco de Roux para seleccionar los linfocitos, que permanecian en suspension.

Estos se contaron, y a continuacion se les dio el tratamiento.
b. Estudio dosimétrico de la bleomicina

Para elegir una dosis adecuada para detectar un nivel dafio en el ADN susceptible de ser
modulado con la ligasa de T4, los linfocitos aislados se electroporaron como se ha descrito
previamente con 300 nU, 3 pU y 6 pU de bleomicina. Tras la electroporacion, las camaras se
dejaron en hielo durante 5 min. y las células se pasaron a tubos de centrifuga, permaneciendo
en el incubador durante 2 horas, tras lo cual se procesaron para el ensayo del cometa. Estos
experimentos nos permitieron determinar que la dosis méas apropiada en nuestras condiciones

de trabajo era de 6 pU.
c. Tratamientos

Los tratamientos fueron de 6 pU de bleomicina sola o combinada con 6, 12 6 18 U de
ligasa de T4, asi como los correspondientes controles de ligasa sola y de los diferentes
tampones. Las camaras permanecieron aproximadamente 5 min. en hielo con el fin de mantener
los poros celulares abiertos, y después las células se pasaron a tubos de plastico con medio
completo, manteniéndose en el incubador durante 2 horas, tras lo cual se procesaron para el
ensayo del cometa.

Para evaluar la viabilidad celular después del tratamiento se utilizb una solucién de azul
tripan (Gurr’s) al 0.4% en PBS. Se consideran células vivas aquéllas que se ven refringentes al

microscopio.
d. Obtencion de los cometas, tincion y andlisis
Una vez transcurrido el tiempo de tratamiento se tomé el volumen necesario para tener

unas 10° células, que fueron procesadas para la electroforesis de células aisladas (SCGE) o

ensayo del cometa.
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Se cubrieron portaobjetos completamente esmerilados (Franceschi, Italia) con 150 pl de
una primera capa de agarosa con punto de fusion normal (FMC) al 0.5% en PBS a 45°C.
Inmediatamente se taparon con un cubreobjetos y se mantuvieron a 4°C durante 10 min. para
que solidificara la agarosa. Mientras, la suspension celular se centrifugé a 10000 rpm durante 5
min. y se elimin6 el sobrenadante. A continuacion se le quitd el cubreobjetos a la primera capa
de agarosa, el precipitado celular se mezclé bien con 100 pl de agarosa de bajo punto de fusién
(Bio-Rad) al 0.7% a 37°C y se extendi6 rapidamente sobre la primera capa. Se colocé de
nuevo un cubreobjetos y se dejé 8 min. a 4°C.

Transcurrido este tiempo, y después de retirar el cubreobjetos se cubrid la segunda capa
con 100 pl de agarosa de bajo punto de fusion a 37°C y, tras poner otro cubreobjetos, los
portas se colocaron de nuevo a 4°C durante 8 minutos. ' |

Una vez solidificada la tercera capa de agarosa, se sumergieron los portas en una
solucion de lisis de membranas de pH muy alcalino recién preparada. Esta solucién esta
formada por un tampén de lisis (CINa 2.5 M, EDTA 100 mM, Tris-CIH 10 mM,
N-Laurosilsarcosinato 0.77% p/v, NaOH 0.25 M, pH 10) al que se le afiadid 10% (v/v) de
DMSO y 1% (v/v) de Tritén X-100 (Fluka) en el momento de utilizarla. Los portaobjetos se
mantuvieron en esta solucion a 4°C y en oscuridad toda la noche para que se produjera la lisis
del material celular, tanto de las membranas plasmaticas como de las nucleares, asi como de
restos citoplasmaticos y algunas de las proteinas nucleares. |

Tras la lisis celular, los portas se colocaron sobre una cubeta de electroforesis que se
llené con tampén de electroforesis recién preparado (EDTA 1 mM, NaOH 300 mM, pH>12).
Los portaobjetos se dejaron en el tampdn durante 20 min. para permitir el desenrollamiento del
ADN antes de la electroforesis, que se realizoé a 4°C durante 20 min. a 25 V y 300 mA.

Una vez terminada la electroforesis se lavaron los portaobjetos una o dos veces con
tampén de neutralizacién frio (Tris-CIH 0.4 M, pH 7.5) durante 5 min. para eliminar las sales y
detergentes que podrian interferir con la tincion posterior. Una vez lavados, se vertieron 30 ul
de bromuro de etidio sobre los portaobjetos y se colocd un cubreobjetos, guardandose las
preparaciones en una camara himeda a 4°C.

La solucién concentrada de bromuro de etidio (Sigma) se preparé a una concentracion
de 10 mg/ml en agua destilada y se mantuvo a temperatura ambiente. La solucion de uso se

prepar6 también en agua destilada a 3 pg/ml.
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Las muestras se observaron al microscopio de fluorescencia y se fotografiaron con una
pelicula fotografica de 400 ASA. Los negativos se escanearon empleando un escaner Mustek,
modelo MFS-12000CX.

Como parametro para analizar el nivel de dafio en el ADN se empled el momento de los
cometas, definido como el producto del porcentaje de ADN presente en la cola por la longitud
de la misma (Singh y col., 1988). El porcentaje de ADN se midié como la densidad Optica de la
cola cuantificada con el programa de analisis se imagenes PCBAS version 2.0, y como longitud
de la cola se tom6 la medida que va desde la mitad del nucleo hasta el final de la misma,

empleando el mismo programa anterior.

2.5. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

2.5.1. Linfocitos

Con objeto de determinar si las diferencias observadas entre los distintos valores
obtenidos eran estadisticamente significativas se empleé el test -Student de una cola. Todos
los cultivos se establecieron por duplicado y se analizé el mismo nimero de células de cada
duplicado para cada tratamiento. Todos los experimentos se realizaron con linfocitos
procedentes de al menos dos donantes sanos distintos. En los experimentos con micronticleos
se contaron 1000 células binucleadas por cada duplicado, y en el ensayo del cometa se

analizaron 25 células por duplicado, utilizando siempre portaobjetos codificados.

2.5.2. Fibroblastos

En los experimentos llevados a cabo para evaluar las aberraciones cromosdmicas se
contaron 100 metafases de cada tratamiento. Para determinar si el mimero de aberraciones
cromosomicas en aquellas células que habian sido tratadas con bleomicina y ligasa era menor
que el inducido solamente por la bleomicina se utiliz6 también el test #-Student de una cola. En
todos los casos se utilizaron portaobjetos codificados. Asimismo, los experimentos se
realizaron por triplicado para confirmar la validez de los resultados obtenidos, y los datos

referidos a las medias de varios experimentos se dan con su correspondiente error estandar.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. RESPUESTA ADAPTATIVA A LOS RAYOS X

Es bien sabido que la radiacion ionizante natural (entendido esto, por ejemplo, en el caso
de ciertas zonas en las que el suelo es rico en uranio o radon), en diagndstico clinico o
accidental, puede afectar al normal funcionamiento de los organismos vivos, € incluso llegar a
causar su muerte, dependiendo de la dosis y la naturaleza de la radiacion. Por ello, es un
objetivo fundamental la identificacion de los mecanismos moleculares por los cuales se produce
el dafio celular, asi como las vias de reparacion de dicho dafio para tratar, por una parte, de
optimizar la proteccion ante el mismo y, por otro lado, de disefiar estrategias a aplicar en caso
de sobreexposicion accidental a radiacion ionizante. El estudio de los efectos causados en las
células al someterlas a dosis bajas merece especial atencion, ya que ello refleja una situacion
que se da con mayor frecuencia en la realidad que el caso de una exposicion aguda
(normalmente solo se da accidentalmente).

El dafio producido en el ADN por la radiacion y otros agentes genotoxicos puede
provocar diferentes y complejas respuestas en las células, incluyendo la induccion de la
expresion de una gran variedad de genes implicados en distintos procesos moleculares, como el
control del crecimiento celular y la reparacion del ADN (Walker, 1985; Fornace, 1992). Se ha
demostrado que cuando la bacteria E. coli se expone a dosis cronicas muy bajas de un agente
quimico alquilante u oxidante, se induce una via de reparacion llamada adaptativa que repara el
ADN sin cometer errores, de manera que la bacteria resiste mejor el efecto de una dosis aguda
posterior (Samson y Cairns, 1977; Demple y Halbrook, 1983). La existencia en mamiferos de
mecanismos inducibles similares podria tener gran significado para una evaluacion precisa del
potencial mutagénico y carcinogénico de la radiacion ionizante.

Diferentes investigadores han demostrado la existencia de la respuesta adaptativa a la
radiacion en levaduras (Boreham y Mitchel, 1991), células vegetales (Cortés y col., 1990a),
Drosophila melanogaster (Schappi-Biichi, 1994), embriones de pollo (Tempel y Schleifer,
1995) y diferentes células de mamifero (Liu y col., 1992; Shadley, 1994; Marples y Joiner,
1995), lo que sugiere que este tipo de respuesta no se limita solamente a sistemas celulares o
condiciones muy especificas, sino que existe una variedad de sistemas bioldgicos capaces de

desencadenar dicho mecanismo de defensa.
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Otra caracteristica importante que presenta la respuesta adaptativa es la denominada
adaptacion cruzada, ya que se ha demostrado la adaptacion a la radiacion ionizante para
distintos agentes condicionantes siempre que éstos induzcan un tipo de dafio similar al
producido también por el agente de prueba. De este modo, se ha descrito la induccién de
proteccion frente a radiacién cuando se condicionan linfocitos humanos con peroxido de
hidrogeno o una dosis baja de rayos X (Cortés y col., 1990b;, Dominguez y col., 1993;
Wojewodzka y col., 1994). También se ha observado proteccion frente al dafio inducido por
bleomicina en linfocitos humanos condicionados con una dosis baja de rayos X o de timidina
tritiada (Wolff y col., 1988) o en personas expuestas en su trabajo a radiacién ionizante
(Barquinero y col., 1995, 1996).

Un factor importante a tener en cuenta es el estado de proliferacion en que se encuentran
las células en el momento de inducir la respuesta. La mayoria de los estudios sobre respuesta
adaptativa a los rayos X realizados en humanos se han llevado a cabo en linfocitos estimulados,
existiendo en general una gran coincidencia en cuanto a los resultados positivos de diferentes
autores (Olivieri y col., 1984; Dominguez y col., 1993; Rigaud y Moustacchi, 1994; Shadley,
1994; Wolff, 1996). Teniendo en cuenta que en los organismos pluricelulares la mayoria de las
células no se encuentran en estado proliferativo, existe el interés de estudiar si las células
quiescentes (Go) son capaces de expresar también esta respuesta. Respecto a este ultimo
punto, los estudios realizados han aportado resultados bastante contradictorios. Shadley y
colaboradores (1987) observaron que, al condicionar linfocitos humanos con dosis bajas de
rayos X (1cGy 6 5cGy), éstos mostraban una adaptacion (medida como produccién de
aberraciones) a una dosis alta (1.5 Gy) administrada en G, solamente cuando el
condicionamiento se administraba en Gy, en S o en G,. Por otro lado, estudiando el nimero de
intercambios entre cromatidas hermanas producidos por mitomicina C, Moquet y
colaboradores (1989) no encontraron adaptacion en células pretratadas con 1cGy de rayos X
en Gy, pero si en G;. Wang y colaboradores (1991) tampoco observaron una reduccion en el
nimero de aberraciones inducidas por 3 Gy de rayos X empleando una dosis condicionante de
2¢Gy en G.

Sin embargo, se han observado resultados positivos cuando se condicionan las células en
Go, tanto in vitro como in vivo. De este modo, Cai y Liu (1990) comprobaron que una dosis
de 1cGy de rayos X podia inducir una respuesta adaptativa a nivel citogenético a 1.5 Gy de

rayos X en linfocitos humanos y de conejo no solamente en G, S 0 G, sino también en Go.
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Respecto a los estudios realizados in vivo, Liu y colaboradores (1992) observaron la induccién
de una respuesta adaptativa a nivel citogenético frente a rayos X en linfocitos de conejo
cuando éstos eran expuestos a dosis bajas de rayos y. Asimismo, Barquinero y colaboradores
(1995, 1996) han demostrado que linfocitos humanos de personas ocupacionalmente expuestas
a dosis bajas de radiacion ionizante (X y y) mostraban una respuesta adaptativa a los rayos v,

asi como a bleomicina, cuando se administran posteriormente como tratamiento de prueba.

3.1.1. Respuesta adaptativa en linfocitos humanos en Gy

Con objeto de analizar este fendmeno, hemos estudiado la respuesta adaptativa en
linfocitos humanos condicionados en Gy con H,O, o con una dosis baja de rayos X similar a la
empleada por otros autores, siendo después estimulados con fitohemaglutinina y tratados
posteriormente con rayos X a una dosis de 1.5 Gy. En experimentos previos realizados en
nuestro laboratorio se habia comprobado que 250 pM de H,O, es una dosis apropiada como
condicionante para inducir una respuesta adaptativa en linfocitos humanos estimulados,
resultando en una clara proteccion frente al dafio cromosdmico inducido posteriormente por
rayos X (Cortés y col., 1990b; Dominguez y col., 1993). Por ello, elegimos dicha dosis para el
tratamiento condicionante en linfocitos sin estimular (Go).

El empleo de la técnica de bloqueo en citocinesis para analizar el dafio en forma de
micronucleos en células binucleadas, nos ofrece la ventaja de recoger células que han estado
expuestas al tratamiento de prueba con la dosis alta de rayos X en distintas fases del ciclo
celular. Estas células, ademas, han tenido la oportunidad de superar cualquier retraso necesario
para reparar antes de entrar en mitosis y aparecer como binucleadas en la interfase siguiente
(figura 14).

Como se muestra en la figura 15, se sometieron cultivos de sangre completa a un pulso
de 30 min. con 250 uM de H,0, a distintos tiempos (6.5, 3.5 6 0.5 horas) antes de la
estimulacion con fitohemaglutinina. Transcurridas 30 horas, las células fueron expuestas al
tratamiento de prueba con 1.5 Gy de rayos X e inmediatamente después se pusieron en
presencia de 6 pug/ml de citocalasina B de 24 a 30 horas para bloquear la citocinesis y observar
los micronticleos en células binucleadas. Se ha descrito que esta dosis de citocalasina B es muy

eficaz, obteniéndose mas de un 90% de células binucleadas (Littlefield y col., 1989).
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Figura 14. Linfocitos bloqueados en citocinesis por efecto de la citocalasina B. (A) Célula binucleada
normal (aparentemente no dafiada). (B) Célula binucleada que muestra un micronicleo (c€lula dafiada).
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Rayos X + Cyt B Fijacién

24-30h

P
H
3.5h —— A
0.5h

Figura 15. Protocolo experimental para estudiar la respuesta adaptativa en linfocitos humanos
condicionados en G, con H,0,. Linfocitos de tres donantes se trataron con 250 uM de H,O, en forma de un
tinico pulso de 30 min. a distintos tiempos antes de la estimulacion con PHA. El tratamiento de prueba (1.5 Gy
de rayos X) se administré 30 horas después de la estimulacién y las células se fijaron tras permanecer de 24 a
30 horas en presencia de Cyt B, administrada inmediatamente después de irradiar.

La tabla 1 muestra las frecuencias de microntcleos en células binucleadas tras el
tratamiento condicionante con H,O, en Gy, el tratamiento de prueba con 1.5 Gy de rayos X
aplicado 30 horas después de la estimulacién y ambos tratamientos combinados. Se muestran
los resultados obtenidos para tres donantes. Las células empleadas como control negativo
recibieron exactamente el mismo tratamiento que las demas excepto la dosis de peroxido o de
rayos X.

La frecuencia de micronicleos en células tratadas solamente con H,O, era claramente
menor que la inducida por la dosis de prueba de rayos X utilizada. El control tenia una
frecuencia de micronicleos mucho menor que las células tratadas con rayos X y muy similar
entre los distintos donantes, siendo 10.5, 12 y 10.5%.. Cabe destacar, sin embargo, la
variabilidad existente en la induccion de micronicleos con 1.5 Gy de rayos X para nuestros
donantes, obteniéndose una frecuencia de 146.5%o para el donante A, 264%o para B y 303.5%.
para C. Estos datos estarian de acuerdo con los obtenidos por otros autores, quienes
observaron distinta sensibilidad a los rayos X en linfocitos humanos obtenidos de diferentes
donantes (Catena y col., 1994). La sangre completa contiene distintas sustancias capaces de
actuar como secuestradores de los radicales producidos por la radiacion, y la concentracion de
dichas moléculas podria variar en los linfocitos cultivados en sangre completa para los distintos
individuos. Ademas, los linfocitos presentan distinta sensibilidad a los rayos X segun la fase del
ciclo celular en que se encuentren (Kiefer, 1990; Catena y col., 1994), por lo que no es de

extrafiar que las células de los distintos donantes, si son irradiadas en distintos momentos del
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ciclo celular, presenten diferencias en el nivel de dafio inducido por radiacion como

consecuencia de la distinta respuesta interindividual al mitoégeno.

Tabla 1.
Respuesta adaptativa en linfocitos humanos condicionados en G, con 250 pM de H;0; a
distintos tiempos antes de la estimulacion.

Donante Tratamiento Tratamiento Numero de microniicleos
condicionante de prueba
H0,) (Rayos X) Observados Esperados®
N° %o %o
A - - 21 10.5 -
6.5h - 17 8.5 -
3.5h - 20 10.0 -
0.5h - 35 17.5 -
- 1.5 Gy 293 146.5 -
65h 1.5 Gy 218 126.5°" 144.5
3.5h 1.5 Gy 152 85.7°" 146.0
0.5h 1.5 Gy 140 70.0° 153.5
B - - 24 12.0 -
6.5h - 12 6.0 -
35h - 12 6.0 -
0.5h - 15 7.5 -
- 1.5 Gy 528 264.0 -
6.5h 1.5 Gy 308 154.0° 258.0
3.5h 1.5 Gy 351 175.5° 258.0
05h 1.5 Gy 327 163.5° 259.5
C - . 21 10.5 -
6.5h - 25 12.5 -
35h - 17 8.5 -
0.5h - 15 15 -
- 1.5 Gy 607 303.5 -
65h 1.5 Gy 404 202.0° 305.5
3.5h 1.5 Gy 406 203.0° 301.5
0.5h 1.5 Gy 434 217.0° 300.5

a. Suma de los dos tratamientos individuales menos el control.

b. Frecuencia observada significativamente menor que la esperada (p<0.01) (¢-Student de una cola).
c. Frecuencia observada significativamente menor que la esperada (p<0.05).

En todos los casos se analizaron 2000 células binucleadas excepto: * 1723 ** 1772

En los tratamientos combinados de peroxido de hidrogeno y rayos X, la frecuencia
esperada de micronticleos se calculd como la suma de los dos tratamientos individuales menos
el control. Independientemente de la variabilidad observada previamente respecto al dafio
producido por rayos X en los distintos donantes, la diferencia entre la frecuencia de

micronucleos esperada y la observada para estos tratamientos combinados fue, en todos los
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casos, estadisticamente significativa, con un valor de p<0.01, excepto para el donante A
cuando se condicionaba con perdxido 6.5h antes de la estimulacion (tabla 1), siendo en este
caso p<0.05 utilizando el test z-Student. Podemos decir, por tanto, que los linfocitos humanos
condicionados con H,O; en Gy mostraban una clara respuesta adaptativa al tratamiento de
prueba con 1.5 Gy de rayos X administrado 30 horas después de la estimulacion, observandose
reducciones en la produccion de microntcleos respecto al valor esperado que oscilaban entre
un 12.5% y un 54.5% aproximadamente para los donantes analizados.

Por otra parte, podemos afirmar que, dentro de los horarios establecidos en nuestro
protocolo experimental, el tiempo transcurrido entre el pulso de H,O, y el momento de la
estimulacién no parece ser un factor que influya en la induccion de la respuesta, ya que ésta se
induce incluso en el caso de haber condicionado las células 6.5 horas antes de la estimulacion,
siendo similar en los tres tiempos (6.5, 3.5 6 0.5 horas antes de afiadir la fitohemaglutinina).
No obstante, en el donante A parece haber una relacion dependiente del momento del
condicionamiento en respuesta a los rayos X, aunque se trata de una excepcion respecto a los
demais donantes. Se ha propuesto que, tras recibir la dosis condicionante, se activarian una
serie de sefiales celulares que actuarian como una sefial de alarma (implicando la actividad de
una quinasa C) que llegaria al nicleo y resultaria en la activacion de una serie de genes que
llevaria a una reparacion mas eficaz del dafio infligido por la dosis de prueba. Es posible que
tanto esta sefial como los productos génicos permanezcan activos en el citoplasma hasta que
irradiamos las células, lo que explicaria que las células presenten la respuesta adaptativa
independientemente del tiempo transcurrido entre el condicionamiento y la dosis de prueba.
Por otro lado, se ha propuesto que la respuesta adaptativa no parece depender solamente de
una reparacion mas eficiente del dafio inducido por la dosis alta de mutageno, sino de un
balance entre esta reparacion y un nivel menor de dafio inicial producido por la dosis alta, de
forma que la dosis adaptativa podria inducir un cambio en la conformacion de la cromatina que
la haria mas resistente a la dosis de prueba (Wojewodzka y col., 1994; Tempel y Schieifer,
1995; Wojcik y col., 1996). Este cambio en la conformacion de la cromatina, a su vez, puede
ser originado como resultado de la expresion de nuevos genes tras la adaptacion, y se ha
comprobado que persiste durante, al menos, 21 horas en linfocitos humanos estimulados y
condicionados con H,0, o con rayos X (Wojewodzka y col., 1994).

Nuestros resultados, por tanto, demuestran que la respuesta adaptativa a los rayos X

puede ser inducida en Gy con perdxido de hidrogeno, siendo la magnitud de esta respuesta, en
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general, mayor que la obtenida por otros autores con la misma dosis de H;O, cuando se
administra en linfocitos humanos estimulados, siguiendo un protocolo similar y midiendo el
dafio mediante el ensayo de micronucleos en células binucleadas (Dominguez y col., 1993).

En segundo lugar, quisimos investigar si una dosis baja de rayos X era capaz de activar
también este sistema de defensa celular frente a la exposicion posterior a una dosis mayor de
rayos X en linfocitos quiescentes, ya que los resultados de distintos autores son
-contradictorios, como ya mencionamos anteriormente.

Para este tipo de experimentos, el condicionamiento se administré justo antes de
estimular el cultivo (figura 16), administrandose el tratamiento de prueba (1.5 Gy de rayos X)
después de estimular, de forma similar al protocolo anterior. Para condicionar las células se
empled una dosis de 2 cGy de rayos X administrada a distintas tasas de dosis (1, 10 y 20
cGy/min.) de forma similar a otros autores, pero empleando el método de bloqueo en
citocinesis, que habia dado tan buenos resultados cuando se condicionaron con H,0, tanto

linfocitos humanos en Gy como estimulados.

PHA
I i 30h i 24-30h I
Rayos X (2 ¢Gy) Rayos X (1.5 Gy) Fijacion
+
CytB

Figura 16. Protocolo experimental para estudiar la respuesta adaptativa em linfocitos humanos
condicionados en G, con una dosis baja de rayos X. Linfocitos de tres donantes se trataron con 2 cGy de
rayos X a distintas tasas de dosis (1, 10 y 20 cGy/min.) antes de la estimulacion con PHA. El tratamiento de
prueba con 1.5 Gy de rayos X se administré 30 horas después de la estimulacion y las células se fijaron tras
permanecer de 24 a 30 horas en presencia de Cyt B, administrada inmediatamente después de irradiar.

En la tabla 2 podemos observar los resultados obtenidos con los distintos tratamientos:
control, condicionamiento con 2 c¢Gy de rayos X (a distintas tasas de dosis antes de la
estimulacion con fitohemaglutinina), tratamiento de prueba con 1.5 Gy de rayos X y los
tratamientos combinados (2 ¢cGy + 1.5 Gy).

La dosis condicionante de rayos X por si sola produjo una frecuencia baja de
micronucleos, independientemente de la tasa de dosis empleada, siendo, como era de esperar,

mucho menor que la frecuencia producida por el tratamiento de prueba, que resulto en 273%o
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para el donante A, 289.5%c para el B y 233.5%. para el donante C. Al contrario de lo
observado en el experimento anterior, en este caso no parece existir una diferencia tan acusada

en cuanto al dafio inducido por la dosis alta de rayos X entre los distintos donantes.

Tabla 2.
Respuesta adaptativa en linfocitos humanos condicionados en G, con 2 cGy de rayos X a
distintas tasas de dosis antes de la estimulacion.

Donante Tratamiento Tratamiento Numero de micronticleos
condicionante de prucba
(Rayos X) (Rayos X) Observados M
N° %0 %0
A - - 10 5.0 : -
1 cGy/min. - 17 85 -
10 cGy/min. - 21 10.5 -
20 cGy/min. - 23 115 -
- 1.5 Gy 546 273.0 -
1 cGy/min, 1.5 Gy 483 241.5° 276.5
10 cGy/min. 1.5 Gy 530 265.0™ - 2785
20 cGy/min. 1.5 Gy 502 . 251.0° 279.5
B - - 10 5.0 -
I cGy/min. - 17 85 -
10 cGy/min. - 11 5.5 -
20 c¢Gy/min. - 9 45 -
- 1.5 Gy 579 289.5 -
1 cGy/min, 1.5 Gy 515 257.5° 293.0
10 cGy/min. 1.5 Gy 644 322.0™ 290.0
20 c¢Gy/inin. 1.5 Gy 545 272.5"% 289.0
C - - 15 7.5 -
1 cGy/min. - 17 85 -
10 cGy/min. - 27 135 -
20 c¢Gy/min. - 14 7.0 -
- 1.5 Gy 467 233.5 -
1 ¢Gy/min. 1.5 Gy 379 189.5° 234.5
10 ¢Gy/min. 1.5 Gy 533 266.5™ 2395
20 cGy/min. 1.5 Gy 500 250.0™ 233.0

a. Suma de los dos tratamientos individuales menos el control.

b. Frecuencia observada significativamente menor que la esperada (p<0.01) (t-Student de una cola).
ns. Estadisticamente no significativo.

En todos los casos se analizaron 2000 células binucleadas.

En general, solamente las células condicionadas a la tasa de dosis mas baja, 1 cGy/min.,
mostraron adaptacion al tratamiento de prueba con 1.5 Gy de rayos X de forma consistente,
siendo la diferencia entre los micronucleos observados y esperados estadisticamente

significativa con p<0.01. Aunque el donante A muestra la respuesta también para la mayor tasa
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de dosis, esto parece representar un hecho aislado. La disminucién en la frecuencia de
microncleos observados frente a los esperados oscila en este caso entre un 4.8 y un 19.1%,
siendo, por tanto, de menor magnitud que la diferencia observada cuando las células eran
condicionadas con H,0,. Cuando se emplearon tasas de dosis mas altas (10 y 20 ¢Gy/min.) no
se vefa una diferencia estadisticamente significativa entre el nimero de micronticleos observado
y el esperado, siendo incluso los valores observados mayores que los esperados en algunos
casos (tabla 2).

Actualmente no existe una clara explicacion para los resultados contradictorios obtenidos
por los diferentes autores; sin embargo, centrandonos en el dafio cromosomico, nuestros
resultados parecen apoyar los datos previamente publicados por otros autores condicionando
con una dosis baja de rayos X, aunque en este Gltimo caso, el nivel de dafio no fue evaluado
mediante el ensayo de microniicleos en células binucleadas. Cai y Liu (1990) observaron una
respuesta adaptativa en linfocitos humanos y en linfocitos de conejo condicionados en Go con
una dosis baja de rayos X administrada a una tasa de dosis de 1cGy/min., lo que concuerda con
nuestros resultados. Por otra parte, en otros trabajos donde no parece existir respuesta ni en
linfocitos en Gy (Shadley y col., 1987; Wang y col., 1991) ni estimulados (Schmid y col,,
1989), se han empleado dosis totales condicionantes de rayos X similares a las nuestras (1, 2 6
5 c¢Gy) pero a tasas de dosis mayores, de 20 cGy/min. (empleada también por nosotros con
resultado negativo) y 40 c¢Gy/min., lo cual parece de nuevo confirmar nuestros resultados
cuando condicionamos las células con altas tasas de dosis de rayos X.

Se ha propuesto que la falta de respuesta adaptativa en linfocitos en Go pudiera ser
debida a que los linfocitos estimulados presentan un mayor nivel de reparacion que los
quiescentes (Shadley y col., 1987), aunque nuestros resultados no concuerdan con ello, ya que
hemos podido observar una clara adaptacion a los rayos X cuando los linfocitos en Gy se
condicionaron con H,0, hasta 6.5 horas antes de la estimulacién (tabla 1). Respecto a los
linfocitos estimulados, también se ha propuesto que la dosis condicionante ha de administrarse
en un determinado rango para que se induzca la respuesta adaptativa, es decir, se debe
producir un nimero determinado de lesiones en un periodo de tiempo limitado (Shadley y
Wiencke, 1989), de manera que si se da una dosis determinada a una tasa de dosis alta se
formarian demasiadas lesiones por unidad de tiempo, dando lugar a una saturacion que
impediria la induccién de la respuesta adaptativa. Asimismo, las lesiones podrian interaccionar

eliminando la sefial inductora y originando otro tipo de lesiones que no inducirian la respuesta.
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Nuestros resultados parecen apoyar esta hip6tesis también en linfocitos en Go. Por otro lado, si
una dosis condicionante se administra a una tasa de dosis demasiado baja, las lesiones no serian
lo suficientemente numerosas como para producir la sefial inductora.

De nuestros resultados podemos por tanto concluir que los linfocitos humanos no
estimulados y condicionados con una dosis baja de rayos X pueden mostrar una respuesta
adaptativa a los rayos X, considerando como medida del dafio la produccion de microndcleos
en células binucleadas. Esta adaptacion parece depender de la tasa de dosis y no alcanza, en
ninglin caso, el nivel observado en las células tratadas con peroxido de hidrégeno como
condicionante. Este hecho podria explicarse por la existencia de un umbral en el nivel de las
lesiones necesarias para inducir la radioproteccion, que a su vez depende del tipo de agente
empleado para el condicionamiento, ya que el espectro y tipo de dafio en el ADN varia segan

el agente.

3.1.2. Respuesta adaptativa en linfocitos bovinos y de conejo estimulados

Aunque se han llevado a cabo muchos estudios sobre la respuesta adaptativa en
humanos, son mas escasos los que se han realizado en cultivos primarios de otros organismos
de interés con riesgo de una posible exposicion a radiacion medioambiental. Cai y Liu (1990),
mediante el ensayo de aberraciones cromosémicas, han demostrado que los linfocitos de
conejo mostraban una respuesta adaptativa a los rayos X cuando eran condicionados con una
dosis baja de rayos X en distintas fases del ciclo celular (Go, G1, S y Gy), y esta respuesta se ha
observado también a nivel de aberraciones cromos6micas en conejos condicionados in vivo con
rayos v (Liu y col., 1992). En este sentido, una vez probada la existencia de la respuesta
adaptativa a los rayos X en linfocitos humanos condicionados en Go con H,O, nuestro interés
fue estudiar este fenomeno en linfocitos estimulados de otros organismos, evaluandolo
mediante el método del bloqueo de la citocinesis. Para este estudio comparativo elegimos el
cultivo de linfocitos procedentes de dos especies distintas, vacas y conejos.

Con ambos tipos de linfocitos decidimos seguir el mismo protocolo que previamente se
habia comprobado que era (til para estudiar la adaptacion a los rayos X en linfocitos humanos
condicionados con H,O, una vez estimulados (Dominguez y col., 1993). Experimentos

preliminares mostraron que estas células eran mas sensibles que los linfocitos humanos tanto al
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perdxido de hidrogeno como a los rayos X, produciéndose una alta tasa de muerte celular, por
lo que tuvimos que reducir las dosis de ambos agentes (condicionante y de prueba). Asimismo,
se aumentd el tiempo de estimulacion de 24 horas, que era el empleado con linfocitos
humanos, hasta 48 horas, ya que habiamos comprobamos que el tiempo que permanecian
estimulandose antes del condicionamiento influia en el nimero de células binucleadas que
encontrabamos.

Los linfocitos bovinos se estimularon con fitohemaglutinina durante 48 horas, tras las
cuales se sometieron a un pulso de 30 min. con las concentraciones elegidas de H;O; (5, 25 y
50 uM). Transcurridas 24 horas se expusieron al tratamiento de prueba con 1 Gy de rayos X, y

tras permanecer 24 horas mas en presencia de citocalasina B se fijaron las células (figura 17).

Rayos X + Cyt B Fijacion

Figura 17. Protocolo experimental para estudiar la respuesta adaptativa en linfocitos bovines y de conejo
condicionados con H;0,. Linfocitos de dos animales se someticron a un pulso de 30 min. con distintas
concentraciones de H,O, (5, 25, 50 y 75 pM) 48 después de la estimulacion. El tratamiento de prueba (1 Gy de
rayos X) se administré 24 horas después del condicionamiento y las células se fijaron tras permanecer 24 horas
en presencia de Cyt B, administrada inmediatamente después de irradiar.

En la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos en cuanto a la produccién de
micronicleos en células binucleadas para dos animales con los distintos tratamientos: control,
H,0,, rayos X y la combinacién de ambos. Se puede observar que uno de los animales (A)
presenta un nivel basal de microntcleos alto y parece ser muy sensible al peroxido de
hidrogeno, dandose una frecuencia muy alta de microniicleos con el tratamiento condicionante
(hasta un 79.5%c con 25 uM de H,0,), valor aproximadamente 5 veces mayor que lo
observado con la misma dosis de H,O, en linfocitos humanos estimulados (Dominguez y col.,
1993) y 6 veces mayor que en el animal B. Sin embargo, la‘ sensibilidad a los rayos X no
parecia variar entre los dos animales, produciéndose un numero similar de micronucleos,

139%o en el animal A y 145%. en €l B. De todos modos, a pesar de esta sensibilidad por parte

59



Resultados y discusion

de uno de los animales al H,0,, éste mostré la respuesta adaptativa para todas las dosis de

H,0; empleadas.

Tabla 3.
Respuesta adaptativa en linfocitos bovinos condicionados con distintas dosis de H,O, 48 horas
después de la estimulacion.

Animal Tratamiento Tratamiento Nuimero de micronicleos
condicionante de prueba
(H0,) (Rayos X) Observados Esperados®
N° %o %o
A - - 38 19.0 -
5uM - 33 16.5 -
25 uM - 159 79.5 )
50 uM - 114 57.0 -
- 1 Gy 278 139.0 -
5 uM 1 Gy 216 108.0° 136.5
25 M 1 Gy 319 159.5° 199.5
50 uM 1 Gy 271 135.5° 177.0
B - - 16 8.0 -
5uM - 23 115 -
25 uM - 25 12.5 -
50 uM - 30 15.0 -
- 1 Gy 290 145.0 -
5 M 1 Gy 178 89.0° 148.5
25 uM 1 Gy 172 86.0° 1495
50 uM 1 Gy 187 93.5° 152.0

a. Suma de los dos tratamientos individuales menos el control.
b. Frecuencia observada significativamente menor que la esperada (p<0.01) (#-Student de una cola).
En todos los casos se analizaron 2000 células binucleadas.

En ambos animales, para los tratamientos combinados, la diferencia entre el nimero
observado de microntcleos y el esperado fue siempre estadisticamente significativa, con
p<0.01, lo que indica que estas células muestran una respuesta adaptativa a los rayos X cuando
son condicionadas con H,O, pese a la sensibilidad a este agente observada en uno de los
animales (A). El pretratamiento con H,0, result6 en una clara disminucion de la produccion de
microndcleos, aunque la diferencia entre las frecuencias de micronicleos esperadas y
observadas era mayor en el animal B (de menor sensibilidad al perdxido), alcanzandose valores
de hasta un 42.5% de reduccion del dafio.

Lu y colaboradores (1993) examinaron la respuesta adaptativa al estrés oxidativo en

células vasculares endoteliales procedentes de vacas condicionando con H,O, y empleando
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este mismo agente como tratamiento de prueba. Estos autores observaron que las células
expuestas a 40 y 80 uM de H,0, mostraban mayor viabilidad y menor nivel de dafio cuando se
trataban posteriormente con 1 mM de peréxido de hidrogeno. Por otro lado, Cortés y
colaboradores (1990b) y Dominguez y colaboradores (1993) comprobaron la existencia de
respuesta adaptativa a los rayos X en linfocitos humanos estimulados y condicionados con
H,0,. Nuestros resultados concuerdan con los datos expuestos anteriormente y podemos
decir, por tanto, que los linfocitos bovinos muestran una clara respuesta adaptativa a los rayos
X cuando se condicionan con perdxido de hidrégeno.

Los linfocitos de conejo, contrariamente a lo observado en linfocitos bovinos, no son tan
sensibles al H,O,, por lo que se siguié un protocolo experimental igual al anterior, con distintas
dosis de H,0O,. Las dosis elegidas en este caso fueron 25, 50 y 75 uM, dos de las cuales eran
iguales a las empleadas en los linfocitos bovinos y una mas alta. La dosis de prueba fue también

de 1 Gy de rayos X (figura 17; tabla 4).

. Tabla 4,

Respuesta adaptativa en linfocitos de conejo condicionados con distintas dosis de H,0, 48 horas
después de la estimulacion.

Animal Tratamiento Tratamiento Numero de micronticieos
condicionante de prueba
H0,) . (Rayos X) Observados Esperados*®
NP %o %o
A - - 9 45 -
25 uM - 9 45 -
50 UM - 9 45 -
75 uM - 13 6.5 -
- 1 Gy 556 278.0 -
25 uM 1 Gy 443 221.5° 278.0
50 uM 1 Gy 301 150.5° 278.0
75 uM 1Gy 486 243.0° 280.0
B - - 12 6.0 -
25 uM - 6 3.0 -
50 M - 0o 50 -
75 uM - 10 50 -
- 1 Gy 592 296.0 -
25 uM 1 Gy 427 213.5° 293.0
50 uM 1 Gy 409 204.5° 295.0
75 WM 1 Gy 468 234.0° 295.0

a. Suma de los dos tratamientos individuales menos el control.
b. Frecuencia observada significativamente menor que la esperada (p<0.01) (#-Student de una cola).
En todos los casos se analizaron 2000 células binucleadas.
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Como se puede observar en la tabla 4, la frecuencia de microniicleos producidos por el
H,0; es menor que en los linfocitos bovinos (tabla 3), lo que es indicativo de una menor
sensibilidad de estas células al agente oxidante. Sin embargo, el nimero de micronicleos
producidos por 1 Gy de rayos X es aproximadamente 2 veces mayor en las células de conejo
(278 y 296 %o, seglin el animal). Esta sensibilidad a los rayos X se habia descrito en linfocitos
de conejo cuando Cai y Liu (1990) estudiaron la respuesta adaptativa en linfocitos humanos y
de conejo. Analizando las aberraciones cromosémicas, observaron valores aproximadamente
2.5 veces mayores en el porcentaje de aberraciones cromatidicas para estos ultimos cuando
fueron irradiados con la dosis de prueba de 1.5 Gy.

En nuestro caso, ambos animales mostraron una respuesta de similar magnitud, oscilando
las diferencias entre valores observados y esperados para los tratamientos combinados
(condicionamiento con perdxido + dosis alta con rayos X) entre un 13.2% y 45.8%. Es decir,
que de forma parecida a los experimentos anteriores con linfocitos humanos en Go (tabla 1) y
linfocitos bovinos estimulados (tabla 3), cuando los linfocitos de conejo son condicionados con
H,0, la diferencia entre la frecuencia de micronucleos observada y la esperada para los
tratamientos combinados fue estadisticamente significativa para ambos animales (p<0.01). Por
tanto, mostraban respuesta adaptativa para todas las dosis de H,O, empleadas, aunque no se
observd dosis-dependencia (tabla 4).

Nuestros resultados indican que los linfocitos de conejo previamente estimulados
expresan la respuesta adaptativa frente a los rayos X cuando son condicionados con H;O,, lo
cual apoya los resultados obtenidos previamente tanto in vitro como in vivo (Cai y Liu, 1990,
Liu y col,, 1992). Podemos decir, por tanto, que esta respuesta adaptativa observada a nivel
citogenético podria ser un mecanismo de defensa celular universal frente a los dafios
medioambientales que reciben los organismos (Cortés y col., 1990a, 1990b; Boreham y
Mitchel,v199l; Liu y col., 1992; Schippi-Biichi, 1994; Tempel y Schleifer, 1995).

3.1.3. Consideraciones generales

Aunque la base molecular exacta de la respuesta adaptativa no se conoce en profundidad,

se ha propuesto que la resistencia inducida a la radiacion ionizante podria ser debida a la
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induccién de alglin proceso molecular con la dosis baja, que daria lugar a una reparacion mas
eficaz de los efectos de una dosis posterior mas alta.

Para la expresion de la respuesta adaptativa parece ser que se requiere la sintesis de novo
de proteinas, ya que la respuesta puede ser abolida tratando las células con el inhibidor de la
sintesis proteica cicloheximida durante el periodo transcurrido entre la dosis condicionante y la
de prueba (Youngblom y col., 1989). De hecho se ha detectado la presencia de proteinas
recién sintetizadas durante las primeras horas tras el condicionamiento en linfocitos humanos y
fibroblastos de raton y hamster chino (Wolff'y col., 1989; Wiese y col., 1995), y también se ha
demostrado que las células irradiadas con 2 cGy presentan algunos ARNm que no aparecen en
células no irradiadas (Wolff, 1996).

Las pruebas mas directas de la posible participacion de un sistema de reparacion en la
respuesta adaptativa derivan de los resultados obtenidos mediante la inhibicion de la
poli(ADP-ribosa)polimerasa, enzima implicada en la reparacion cuyos niveles aumentan
considerablemente cuando se producen roturas de cadena en el ADN. Esta enzima parece ser
necesaria para que se induzca la respuesta adaptativa, ya que la inhibicion de la misma
mediante 3-aminobenzamida tras la dosis de prueba impide la respuesta adaptativa (Wiencke y
col., 1986; Shadley y Wolff, 1987; Wojewodzka y col., 1994).

Otra enzima posiblemente implicada en la induccién de la respuesta adaptativa es la
quinasa C, cuyos niveles se incrementan con la exposicion a radiacion ionizante (Woloschak y
col., 1990). La presencia de quelantes de calcio o del antagonista TMB8 impide la adaptacién
en linfocitos humanos tratados con H,O, o rayos X, lo que apoyaria la hipotesis de que la
transduccion de la sefial inducida por la dosis condicionante implica la activacion de la quinasa
C, ya que esta enzima es activada por la presencia de Ca’’ intracelular (Wojewodzka y col,
1994). Asi, la activacion de la quinasa C iniciaria una cascada de fosforilacion que llevaria a la
induccion de genes de respuesta temprana. Los productos de estos genes, incluyendo factores
de transcripcion, podrian regular la expresion de otros genes que en Ultima instancia
contribuirian al efecto protector frente al dafio en el ADN.

En cuanto a la sefial inductora de esta respuesta, se ha especulado sobre los distintos
tipos de lesiones que podrian ser responsables. Se ha observado que condicionando linfocitos
humanos estimulados con enzimas de restriccion, que inducen roturas de doble cadena en el
ADN, se reduce el nimero de aberraciones producidas por 1.5 Gy de rayos X, lo que indicaria

que las roturas de doble cadena podrian inducir la adaptacion (Wolff, 1996). Sin embargo,
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existen diferentes pruebas consistentes que sugieren que las roturas de cadena simple son
mucho mas eficientes como sefial inductora de la radioproteccion (Boreham y Mitchel, 1991;
Marples y col., 1994; Marples y Joiner, 1995).

El dafio inducido por los rayos X se atribuye parcialmente a la produccion de radicales
libres debido a la radiolisis del agua, que son originados también por el H,O, (Ward, 1990) y
dan lugar a la produccién de roturas de cadena simple en el ADN, ademas de otro tipo de
lesiones. Marples y colaboradores (1994) demostraron que las células V-79 desarrollaban
radioprotecciéon cuando eran irradiadas con radiacion de baja LET (piones, 10-20 keV/um)
mientras que no era asi cuando se irradiaban con radiaciones de alta LET (piones, 35 keV/um),
y concluyeron que la rotura de cadena simple podria ser la lesion inductora, ya que el numero
de roturas de cadena simple producidas por radiacién de alta LET es mucho menor que en el
caso de baja LET. Por otro lado, Marples y Joiner (1995) han demostrado que el tratamiento
con H,0, o rayos X como condicionante elimina la hipersensibilidad de células V-79 a dosis
bajas de rayos X, lo que también implicaria que las roturas de cadena simple son las lesiones
responsables de esta radioproteccion. Asimismo, en levaduras se ha demostrado que las roturas
de cadena simple son las lesiones implicadas en la induccion de radiorresistencia a la muerte
celular (Boreham y Mitchel, 1991). Estos ultimos autores propusieron que este tipo de roturas
eran mas eficientes en la induccion del sistema de reparacion por recombinacion que las roturas
de doble cadena.

Nuestros resultados a nivel citogenético, tanto en linfocitos humanos en Go como en
linfocitos bovinos y de conejo estimulados, confirman esta Ultima hipotesis, ya que el H;O,
induce casi exclusivamente roturas de cadena simple en el ADN, lo que concuerda con los
resultados obtenidos por los anteriores autores a nivel de supervivencia celular, tanto en
levaduras como en fibroblastos de hamster chino (Boreham y Mitchel, 1991; Marples y col.,
1994; Marples y Joiner, 1995).

Los resultados obtenidos en Gy respecto a la diferencia que hay en el nivel de induccién
de la respuesta con H,O, y rayos X también confirmarian esta hipétesis, ya que la produccién
de las roturas de cadena simple varia considerablemente entre los rayos X y el H;O,, siendo
mucho mayor para este Gltimo agente (Ward y col., 1985). La radiacion ionizante, ademas de
dafiar directamente el ADN, produce principalmente grupos de radicales que dan lugar a
ataques multiples localizados en el ADN, mientras que no ocurre lo mismo con el HO, (Ward

y col., 1985). De esta manera, la diferencia observada podria ser debida a que las lesiones
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inducidas directamente con el H,O, son mucho mas eficientes para inducir el sistema de
reparacion responsable de la posterior radiorresistencia.

Por otro lado, se ha postulado que las roturas de cadena simple podrian alterar la
topologia de la molécula de ADN, lo que induciria la respuesta. Como el H,O; da lugar a las
roturas de cadena simple a través de los radicales hidroxilo, que a su vez inducen
radibrresistencia (Boreham y Mitchel, 1991), es probable que en nuestro sistema se induzca

algun sistema de reparacion de caracteristicas similares al descrito.

3.2. MODULACION DEL DANO INDUCIDO POR BLEOMICINA CON LIGASA
DEL FAGO T4

Los mecanismos de reparacion del ADN, desarrollados en el curso de la evolucion para
hacer frente a lesiones de efectos deletéreos, son de una importancia fundamental en la
estabilidad del material genético. Esta proteccion puede ser inducida exogenamente activando
la propia maquinaria de reparacion celular (como hemos mostrado en los apartados anteriores),
aunque también es posible conseguir que las células afronten un nivel de dafio superior al
habitual proporcionéndoles un aporte adicional de enzimas implicadas en reparacion.

Se ha demostrado que, cuando se tratan lineas celulares defectuosas en alguna enzima de
reparacion con enzimas procedentes del mismo tipo celular (eficiente en reparacion), dichas
células son capaces de reparar mejor (Vermeulen y col., 1986; Tsongalis y col., 1990; Keeny y
col., 1994). Por otra parte, existen trabajos que han demostrado el efecto positivo de enzimas
aisladas de organismos procarioticos (ligasa del fago T4) en la reparacion de las roturas de
doble cadena en lineas celulares de roedores eficientes en reparacion (Durante y col., 1991;
Bryant y Johnston, 1993; Ortiz y col., 1995). Sin embargo, no hemos encontrado ningun dato
en este sentido con respecto a humanos, y mas concretamente en linfocitos obtenidos de sangre
periférica.

Nuestro propésito, por tanto, ha sido analizar el efecto de la ligasa de ADN del fago T4
en la reparacion del dafio inducido por un agente quimico radiomimético (bleomicina), tanto en
una linea celular procedente de hamster chino (CHO6) como en linfocitos humanos en cultivo.

La bleomicina, al ser una molécula de gran tamafio, es un agente quimico poco

permeable en células intactas, por lo que su efecto no es uniforme en la poblacion celular.
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Cuando se administra en cultivo, tan solo aproximadamente un 0.1% de la bleomicina es
incorporada por las células, y de esta cantidad tan solo un 20% alcanza el nicleo (Roy y
Horwitz, 1984). Consecuentemente, la accion de esta droga es muy variable en la poblacién
celular (Ostling y Johanson, 1987), por lo que no es de extrafiar que los anilisis de la
distribucion intercelular de las aberraciones cromosomicas muestren una sobredispersion,
observandose un alto nimero de células que no presentan apenas dafio mientras que otras
aparecen muy dafiadas (Dresp y col., 1978; Cortés y col., 1993).

Para resolver este problema, distintos autores han empleado recientemente diferentes
métodos de permeabilizacién celular, obteniendo un efecto mucho mayor y mas homogéneo de
esta droga que en células no permeabilizadas. Johnston y Bryant (1993) examinaron el dafio
cromosémico inducido por bleomicina en fibroblastos de ovario de hamster chino (CHO-K1)
permeabilizados con la toxina bacteriana estreptolisina-O y observaron un incremento en la
efectividad biologica de la droga. Por otro lado, otros autores han demostrado recientemente
que la electroporacion es un método muy eficiente para introducir esta molécula en células de
mamiferos demostrando una mayor citotoxicidad frente a la obtenida cuando no se aplica el
pulso eléctrico (Tounekti y col., 1993; Belehradek y col., 1994).

Por estas razones, y teniendo en cuenta que la ligasa del fago T4 es también una
macromolécula para la que las células son impermeables, decidimos emplear la electroporacion
como método para introducir ambos agentes en la célula con la intencion de testar la posible
modulacion del dafio inducido por bleomicina mediante ligasa exogena, tanto en la linea celular
CHOG6 como en linfocitos humanos en Go. Electroporamos las células en presencia de ambas
moléculas con el objetivo de que la célula que resultase permeabilizada tomase a la vez tanto la

bleomicina como la ligasa.

3.2.1. Fibroblastos de ovario de hamster chino
3.2.1.1. Estudio dosimétrico del efecto de la bleomicina sobre la supervivencia celular
Con objeto de comprobar qué dosis de bleomicina era la apropiada para inducir un nivel

de dafio susceptible de ser modulado sin ser altamente toxico para las células, se realizé una

dosimetria en cultivos en paralelo electroporando la droga o afiadiéndola al medio sin
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electroporar. Para comprobar la efectividad de la electroporacion en cuanto a favorecer la
introduccion de la bleomicina, se analizé la supervivencia celular de la linea CHO6.

Las células se trataron durante 30 min. con dosis crecientes de bleomicina, mediante
electroporacion o bien afiadiéndola directamente al medio de cultivo sin electroporar, tras los
cuales se diluyeron las células, y se sembraron para permitirles formar las colonias

correspondientes (figura 18).

Tdias__

Formacién de colonias Fijacién
EP Diluir
Sembrar

Figura 18. Protocolo experimental para estudiar el efecto de la bleomicina en la supervivencia de la linea
CHO6. 800 pl conteniendo aprox. 2.5x10° células se trataron con 75, 150, 300, 600, 1200, 2400 y 4800 nU de
bleomicina bien electroporando (EP) o sin electroporar. Tras 30 min. de tratamiento las células se diluyeron y
se sembraron, dejandose dividir durante una semana, tras lo cual se fijaron las colonias.

Teniendo en cuenta que la electroporacion nos produce una muerte celular de
aproximadamente un 50%, la fraccion de supervivencia de los cultivos que habian sido tratados
con bleomicina se calculd en relacion a la eficiencia del cultivo electroporado o en relacion a la
del cultivo control (sin electroporar), dependiendo de si la bleomicina se introducia por
electroporacion o no.

Los resultados obtenidos muestran claramente que las células electroporadas con las
distintas dosis de bleomicina presentaban un nivel menor de supervivencia que las no
electroporadas (figura 19). Se puede comprobar como, con una misma dosis de bleomicina, y
sobre todo a partir de 300 nU, la citotoxicidad de la droga aumenta de forma muy notable en
las células permeabilizadas. Teniendo en cuenta estos datos, la dosis de la droga elegida para
ensayar la posible modulacion mediante ligasa exdgena fue de 300 nU. Con esta dosis
conseguiamos inducir una frecuencia de aberraciones cromosdmicas (no se muestran los datos)
y un valor de supervivencia celular susceptibles ambos de ser modulados. A la vez, esta dosis

no tenia un efecto citotoxico tan alto como para impedir que las células llegaran a mitosis.
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Figura 19. Efecto de la bleomicina en la supervivencia celular. Células CHO6 electroporadas (0) o sin
electroporar (M) se trataron con distintas dosis de blecomicina y se midié la supervivencia celular
(clonogenicidad) tras una semana de cultivo. Los diferentes puntos representan la media de tres experimentos
independientes. Las barras representan el error estandar.

Una vez seleccionada la dosis apropiada, las células se electroporaron con bleomicina y
ligasa del fago T4 para comprobar si la enzima era capaz de modular, al menos en cierta
medida, el dafio inducido por esta droga. Se realizaron tanto ensayos citogenéticos (analisis de

la aberraciones cromosdmicas) como de la capacidad clonogénica (analisis de la supervivencia

celular).

3.2.1.2. Efecto de la ligasa de T4 sobre las aberraciones cromosomicas inducidas por

bleomicina

Para estudiar el efecto de la ligasa en la modulacion de las aberraciones cromosdmicas
inducidas por bleomicina, las células se electroporaron con 300 nU de bleomicina sola o
conjuntamente con tres dosis distintas de ligasa de T4 (6, 12 y 18 U), y tras permanecer 30

min. en el incubador se sembraron, manteniéndose en cultivo durante 16 horas, tras las cuales

68



Resultados y discusion

se afiadié colcemida. Las células se fijaron 19 y 22 horas después de la electroporacion para

analizar la produccion de aberraciones cromosémicas en células en metafase (figura 20A).

A

I 30° i 2h 13.5h 3h 3h
Pt 1 Fij. 2T,
EP Sembrar Cambiar Colcemida

medio

7 dias

Formacion de colonias Fijacién
EP Diluir
Sembrar

Figura 20. Protocolos experimentales para observar la posible modulacién del efecto de la bleomicina con
Ia ligasa del fago T4 en la linea celular CHOG. (A) Ensayo citogenético. Tras la electroporacion, las células
se sembraron y fijaron 19 6 22 horas después (tras permanecer 3 horas en colcemida). (B) Ensayo clonogénico.
De los mismos frascos anteriores, se tomd una alicuota que se diluy6. Las células se sembraron permaneciendo
en las placas de cultivo durante una semana, tras la cual se fijaron las colonias.

El proceso de la electroporacion induce un considerable retraso en las células
proliferativas (Morgan y col., 1990) y éstas tienen distintos puntos de parada en el ciclo celular
para reparar lo mejor posible el dafio antes de replicar su ADN y entrar en mitosis (Kauffman y
Paules, 1996), por lo que para los ensayos citogenéticos se emplearon varios tiempos de
fijacion (19, 22, 25 y 28 h). El niimero de aberraciones inducidas por la bleomicina disminuia
considerablemente en las dos ultimas fijaciones (no se muestran los datos), lo que indicaba que
no estabamos recogiendo la subpoblacion celular mas afectada por la bleomicina. Asi, 19 6 22
horas nos resultaron tiempos Optimos de fijacién para un tratamiento en G, de células
electroporadas.

Por otro lado, teniendo en cuenta que en nuestro protocolo experimental el tiempo
transcurrido entre la electroporacion y la fijacién es muy largo, podria resultar que algunas
células menos afectadas por el tratamiento pudieran progresar mas rapidamente en el ciclo
celular, dando lugar a la aparicion de segundas mitosis, diluyendo asi el dafio real. Para
asegurarnos de que esto no estaba ocurriendo, se realizaron cultivos en paralelo en presencia
de BrdU (ver materiales y métodos). Estas células fueron procesadas mediante la técnica FPG

y comprobamos que, para nuestros tiempos Optimos de fijacion, mas de un 95% de las células

69



Resultados y discusion

no mostraban tincién diferencial, por lo que podemos decir que estabamos analizando las
primeras metafases después de llevar a cabo la electroporacion.

En la tabla 5 podemos observar el nimero de aberraciones en 100 células, asi como el
porcentaje de células dafiadas. Para la dosis de bleomicina empleada (300 nU) se observé un
44% y un 53% de metafases dafiadas a las 19 y 22 horas, respectivamente, tras la
electroporacion, mostrando la mayoria de estas metafases de 1 a 3 aberraciones. Estos
resultados demuestran la homogeneidad existente entre la poblacion permeabilizada para la
bleomicina, que es un punto importante a tener en cuenta cuando lo que se pretende es
incorporar al interior celular dos moléculas diferentes, ya que tenemos que partir de la base de
que ambas moléculas (bleomicina y ligasa) son incorporadas por la misma célula. Nuestros
resultados confirman los datos aportados por otros autores (Tounekti y col., 1993; Belehradek
y col,, 1994; Tounekti y col,, 1995) e indican que la electroporacion es un método muy
eficiente para introducir bleomicina en células de mamiferos, permitiéndonos reducir
muchisimo la dosis empleada de bleomicina y evitando el problema de la sobredispersion del
dafio en la poblacion celular.

Las roturas de doble cadena en el ADN son, en dltima instancia, las lesiones responsables
de las aberraciones cromosémicas (Natarajan y Obe, 1984; Obe y col., 1992). Distintos autores
han demostrado que la ligasa del fago T4 es capaz de reparar parte del dafio inducido por
diferentes enzimas de restriccién (con extremos romos o cohesivos), quizas mediante la
ligacion simple de las roturas de doble cadena inducidas por estas enzimas, lo que resulta en un
aumento de la supervivencia celular y en una disminucion de la frecuencia de micronticleos o
de aberraciones cromosdmicas (Durante y col., 1991; Bryant y Johnston, 1993; Ortiz y col,
1995). Estos Ultimos autores, observando la proporcion relativa de deleciones y aberraciones
de tipo intercambio, han sugerido que este mecanismo podria no ser propenso al error.

La bleomicina induce en el ADN roturas de doble cadena con extremos romos o con
extensiones 5’ sin aparear y, como consecuencia, es un buen inductor de aberraciones
cromosomicas. Estas aberraciones pueden ser tanto de tipo cromosémico como cromatidico,
dependiendo del momento del ciclo en que actie la bleomicina (agente S-independiente, como
los rayos X o y). En estos experimentos solamente se analizaron aquellas células que se
encontraban en G, durante el tratamiento. Nuestros resultados citogenéticos muestran que,
mientras que para la dosis mas alta de ligasa (18 U) no se incrementaba el nimero de

aberraciones cromosomicas respecto al control, en los tratamientos combinados (bleomicina +
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ligasa) la ligasa de T4 disminuia considerablemente la frecuencia de aberraciones inducidas por

la bleomicina para ambos tiempos de fijacion (tabla 5).

Tabla §,
Modulacién del dafio cromosémico inducido por bleomicina con ligasa del fago T4 en células
CHOG electroporadas y fijadas 19h (A) 6 22h (B) después.

Tratamiento Aberraciones en 100 células

Bleomicina Ligasa | MA DC Inter Dic Anillos Del  Aberraciones
(nU) (8)) totales

A ;

a - - 4 5 - - - - 5
- 18 4 - 1 - - 5
300 - 44 4 1 25 13 65 108
300 6 39 3 2 32 15 30 82°
300 12 37 3 - 25 4 48 80°
300 18 42 7 30 10 38 8s®

B

a - . 5 4 1 - - - 5
. 18 4 3 1 1 - - 5
300 - 53 11 7 45 10 69 142
300 6 48 10 - 35 15 50 110°
300 12 44 1 3 31 13 50 98°
300 18 40 5 7 14 14 43 83°

a. Los controles negativos se electroporaron en presencia de una mezcla del tampdn de
almacenamiento, de ligacion y CINa 0.9%.

b. Diferencia estadisticamente significativa respecto al tratamiento con bleomicina sola (p<0.01)
(Test t-Student de una cola).

Abreviaturas: MA, metafases anomalas; DC, deleciones cromatidicas; Inter, intercambios
cromatidicos; Dic, dicéntricos (se incluyen los policéntricos con mas de dos centromeros, teniendo en
cuenta que 1 policéntrico = n dicéniricos, donde 7 = n° total de centrémeros - 1); Del, deleciones
cromosdmicas.

La mayoria de las aberraciones observadas eran de tipo cromosdmico, como era de
esperar por la produccion de roturas de doble cadena en una fase previa a la replicacion del
ADN, aunque también se observan algunas aberraciones de tipo cromatidico (tabla 5; figura
21). Estos resultados parecen deberse a la capacidad de la bleomicina para inducir roturas de
cadena simple que necesitan pasar por una ronda de replicacion para dar lugar a las

aberraciones cromatidicas (Povirk y Austin, 1991; Dar y Jorgensen, 1995).
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Figura 21. Células metafisicas de Ia linea CHOG tratadas con blcomicina, donde se muestran distintos
tipos de aberraciones. (A) Metafase donde se observan dos intercambios cromatidicos ( > ). (B) Metafase
que muestra un dicéntrico ( —® )y su delecion ( ™ ).
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La posibilidad de que la bleomicina permanezca activa en el interior de las células -
durante el tiempo suficiente como para inducir roturas de doble cadena en S o G, podria
descartarse, puesto que la bleomicina activa, al menos in vitro, presenta una vida media muy
corta, aproximadamente de 2 min. a 4°C (Burger y col., 1981); ademas, en la célula existen
hidrolasas especificas que la degradan (Umezawa y col., 1974).

La diferencia entre la aberraciones inducidas por la bleomicina y por los tratamientos
combinados (bleomicina + ligasa) es estadisticamente significativa para un test f-student con
p<0.01. Esta reduccion en el niimero total de aberraciones para los tratamientos combinados
afecta principalmente a las aberraciones de tipo cromosémico. El efecto positivo de la ligasa de
T4 se nos muestra mas claramente para el tiempo mas largo de fijacion (22 horas),
observandose una reduccion de hasta un 40% aproximadamente en el nimero total de
aberraciones con la mayor dosis de ligasa y una aparente dosis-dependencia en la frecuencia
total de aberraciones.

Las células con un nivel de dafio considerable han de reparar parte del mismo para poder
superar los distintos puntos de control del ciclo celular antes de entrar en mitosis (Kaufmann y
Paules, 1996). De esta manera se explicaria el hecho de que observemos un menor nimero de
aberraciones para el tiempo de fijacion mas corto, ya que pueden existir células con un nivel
tan alto de dafio que no alcanzan la metafase en el periodo de tiempo transcurrido entre la

electroporacion y la primera fijacion (19 horas).

3.2.1.3. Efecto de la ligasa de T4 sobre la capacidad de la bleomicina en la induccion de

muerte celular

Las roturas de doble cadena, como hemos observado, pueden originar aberraciones
cromosdmicas si no se reparan correctamente. Estas reorganizaciones cromosomicas pueden
llegar a afectar a genes esenciales, lo que llevaria a la muerte celular, y por tanto, a la pérdida
de la capacidad clonogénica (Iliakis, 1991). Ademas, pueden activarse protooncogenes al
perderse el» control de los mismos por el cambio de localizacion cromosomica, colocandose
bajo la influencia de un determinado promotor.

La bleomicina se ha empleado normalmente en quimioterapia para matar las células en

estado activo de proliferacion (tumores) (Carter, 1978; Carter y col., 1978; Souhami y col,
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1997). Una vez dentro de la célula, esta droga es altamente citotoxica (Tounekti y col., 1993)
y produce principalmente roturas de cadena en el ADN de forma similar a los rayos X. Ambos
agentes inducen una elevada tasa de muerte celular, por lo que un incremento en la
supervivencia celular seria un buen indicador de una correcta reparacion del dafio.

Para ver el efecto de la ligasa de T4 en el nivel de muerte celular inducido por
bleomicina, en paralelo a los ensayos citogenéticos hemos estudiado la capacidad clonogénica
para los distintos tratamientos con 300 nU de bleomicina sola o con 6, 12 6 18 U de ligasa de
T4 siguiendo el protocolo experimental de la figura 20B. La fraccion de supervivencia para los
distintos tratamientos se calculd respecto al control de electroporacion, considerando este
valor como el 100% de supervivencia (no se muestra). Las distintas dosis de ligasa empleadas
no afectaban a la supervivencia celular, obteniéndose valores muy similares a los de las células
electroporadas solamente con medio, como muestra la tabla 6, en la que los valores de

supervivencia se han referido a la eficiencia en placa de células sin electroporar.

Tabla 6.

Supervivencia celular de la linea CHOG6 con diferentes controles de electroporacion (EP).
Tratamiento Fraccién de supervivencia (%) £ ES

EP con medio : 52.30 £2.66

EP con CINa 0.9% + tampones de la ligasa 51.10+1.52

EP con 6 U de ligasa 57.10+£1.83

EP con 12 U de ligasa 53.05+2.68

EP con 18 U de ligasa 55.50+2.43

Los controles de la ligasa llevan su correspondiente tampén de ligacién, suministrado por el
fabricante y CINa 0.9%.

ES. Error estAndar de la media de tres experimentos independientes.

Los ensayos clonogénicos nos muestran como la ligasa del fago T4 incrementa la
supervivencia celular hasta en un 26% cuando se suministra a las células simultineamente con
bleomicina, como se puede observar en la figura 22. Asi, 300 nU de bleomicina produjeron una
muerte celular de un 56%, reduciéndose ésta hasta un 30% cuando se suministran 18 U de

ligasa.
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Figura 22. Efecto del tratamiento simultineo con bleomicina y ligasa en la supervivencia celular de la
linea CHOG. Las células se electroporaron con 300 nU de bleomicina y las dosis indicadas de ligasa de T4.
Tras una semana de cultivo se contaron las colonias. Los diferentes puntos muestran la media de tres
experimentos independientes. Las barras representan el error estandar.

Por otra parte, aunque las células que recibieron ligasa siempre mostraron valores mas
altos de supervivencia, parece existir una saturacion en la actividad enzimatica con las dosis
superiores de ligasa. Para comprobar este resultado, probamos dosis de ligasa de 3 y 9 U
observando que, mientras que 3 U tenia un efecto dosis-dependiente respecto a 6 U, los
valores de 9, 12 y 18 U mostraban una saturacion evidente (no se muestran los datos). Durante
y colaboradores (1991), realizando ensayos de clonogenicidad para ver el efecto de la ligasa de
T4 en fibroblastos de raton (C3H10T1/2) tratados con una enzima de restriccion (Pwull),
observaron la existencia de esta saturacion con 40 U de ligasa, una dosis mucho mayor que la
nuestra, aunque esto pudiera ser debido al método empleado para introducir ambas enzimas en
las células. Estos autores permeabilizaron las células mediante un choque osmolitico, cuya
eficiencia no estd bien determinada, por lo que pudiera ocurrir que no todas las moléculas de
ligasa hubieran sido incorporadas. En nuestro caso, al ser la electroporaciéon un método muy
eficiente para permeabilizar las células, con una menor cantidad de moléculas de enzima (9 U)
hemos alcanzado ya dicha saturacion.

La diferencia observada respecto a las aberraciones cromosémicas, donde no parece

existir dicha saturacion (tabla 5), podria ser debida a que con este ensayo citogenético
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observamos la respuesta celular a tiempos cortos, de modo que pueden existir células que
tengan un nivel de dafio tal que les permita superar el punto de control G»/M, de manera que se
puedan observar en metafase, pero que moriran sin llegar a formar una colonia, ya que la
cantidad de dafio es tan alta que aunque actie la ligasa exogena nunca se podra reparar hasta
un nivel que permita a la célula sobrevivir (figura 22).

Los datos obtenidos en células de hamster chino, por tanto, muestran que, aunque la
ligasa exogena puede ayudar a reparar el dafio inducido por bleomicina, no puede eliminarlo

por completo.

3.2.2. Linfocitos humanos en Gy

Como hemos visto hasta ahora, siempre se han utilizado células proliferativas para
modular el dafio en el ADN con enzimas de reparacion, por lo que otro de nuestros objetivos
fue analizar la posible modulacion del dafio inducido por bleomicina con ligasa del fago T4 en
un cultivo primario humano de células no proliferativas (linfocitoé humanos en Gy).
Actualmente, un método muy rapido y facilmente reproducible que nos permite determinar las
roturas de cadena en el ADN, asi como las lesiones que se transforman en roturas a pH
alcalino en células quiescentes, es el ensayo de la electroforesis de células aisladas, més
conocido como “ensayo del cometa” (Fairbairn y col., 1995). Este método presenta adem4s la
ventaja de poder evaluar el dafio en un namero pequefio de células y nos permite hacer, una

distribucion del dafio a nivel individual.

I ——
1 1

Aislar Lavar Preparacion de los portas
y y
EP electroforesis

Figura 23. Protocolo experimental para observar la modulacién del efecto de la bleomicina con ligasa de
T4 en linfocitos humanos en G, Los linfocitos se aislaron con Ficoll-Paque, y se electroporaron
aproximadamente 2.5x10° células con 6 pU de bleomicina sola o conjuntamente con 6, 12 6 18 U de ligasa.
Tras 2 horas de tratamiento las células se procesaron para el ensayo del cometa.
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La fraccién de linfocitos (ver materiales y métodos) se electroporé con 6 pU de
bleomicina sola o en combinacién con 6, 12 6 18 U de ligasa de T4 (figura 23) y las células se
mantuvieron durante 2 horas en el incubador, ya que se ha descrito que las células eficientes en
reparacion pueden reparar hasta un 90% del dafio susceptible de ser reparado en las 2 horas
posteriores a la induccion del mismo (Vyas y col., 1991; Tice y Strauss, 1995).

Transcurridas las 2 horas, las células se procesaron para el ensayo del cometa. Elegimos
la dosis de 6 pU por ser la que nos inducia una diferencia notable en el tamafio de las colas
entre las células control y las tratadas con bleomicina, de manera que pudiéramos evaluar con
fiabilidad una modulacion positiva (figura 24). La viabilidad celular tras los diferentes
tratamientos no resultd afectada de manera significativa. Como parametro indicativo del dafio
en el ADN se empled el momento de los cometas, que viene definido como el producto de la
longitud de la cola del cometa por el porcentaje de ADN presente en la misma (intensidad de
fluorescencia), dividido por 100. En la figura 25 podemos ver ejemplos de células con distinto
nivel de dafio, que muestran, por tanto, colas con distinta longitud e intensidad de

fluorescencia (correspondientes a distintos momentos).

60 +

Momento

0 300 3000 6000
BLM (nU)

Figura 24. Estudio dosimétrico de la bleomicina con el ensayo del cometa. Los linfocitos se aislaron y se
electroporaron con diferentes dosis de bleomicina, tras lo cual se dejaron en el incubador durante 2 horas antes

de proceder a realizar el ensayo. Los diferentes puntos muestran la media de 50 células. Las barras representan
el error estandar.
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Figura 25. Resultado del ensayo del cometa en linfocitos humanos. Tras la lisis y electroforesis celular, las
células se tifieron con bromuro de etidio. Aqui se muestran varios cometas con distinto nivel de dafio en el
ADN, que se refleja en la distinta longitud e intensidad de las colas.

La lisis celular empleada ha sido una lisis alcalina a pH 10, y la electroforesis se ha
lievado a cabo a pH>12. A este pH el ADN que migra en la electroforesis es de una sola
cadena, por lo que nos permite detecta  tanto las roturas de dotle cadena como las roturis de
cadena simple, asi como cualquier tipo de lesion que pueda transformarse en una rotura simple
a este pH (sitios labiles a alcali). Este ensayo ha sido empleado previamente para analizar el
dafio y la reparacion del ADN en linfocitos humanos en Gy expuestos in vitro tanto a radiacion
y como a bleomicina (Tice y Strauss, 1995).

Los resultados obtenidos con este ensayo se muestran en la tabla 7, en la que se presenta
la media del momento para los distintos tratamientos en dos donantes. Podemos observar

como una dosis de 18 U de ligasa por si sola, no indujo un dafio significativo, alcanzandose

“~
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valores en los momentos celulares similares a los controles. En cuanto a los tratamientos
objeto de nuestra atencion, la bleomicina da lugar a un momento celular aproximadamente 4
veces mayor que en el control electroporado para ambos donantes, lo que demuestra la alta
citotoxicidad de esta droga una vez dentro de la célula (Poddevin y col., 1991; Johnston y

Bryant, 1993; Tounekti y col., 1993).

Tabla 7.
Anilisis de los cometas en linfocitos humanos en G, electroporados con
bleomicina y ligasa. '

Donante Tratamiento Momento + ES
Bleomicina Ligasa
[(9)) )

A a- - 12.40 £ 1.15
- 18 13.05 + 1.01
6 - 56.42 + 5.66
6 6 23.16 + 3.45°
6 12 28.09 + 5.28°
6 18 20.89 +3.21°

B - - 13.09 + 1.48
- 18 13.57 + 0.66
6 . 45.45 + 5.63
6 6 19.34 + 1.85°
6 12 23.05 +2.83°
6 18 20.20 + 1.72°

ES. Error estandar. En todos los casos se analizaron 50 células.

a. Los controles negativos se electroporaron en presencia de una mezcla del
tampon de almacenamiento, de ligacion y CINa 0.9%.

b. Diferencia estadisticamente significativa respecto al tratamiento con bleomicina
p<(0.01) (Test r-student de una cola).

En los tratamientos combinados, para todas las dosis utilizadas de ligasa y en ambos
donantes, la ligasa de T4 reducia el valor del momento comparada con la bleomicina sola,
alcanzando niveles de reduccion de ADN desplazado de hasta un 57% para el donante A y de
un 54% para el donante B. La diferencia entre el momento obtenido para los tratamientos
combinados (bleomicina + ligasa) y para la bleomicina era estadisticamente significativa, con
p<0.01 para un test -Student de una cola, en todos los casos.

Tice y Strauss (1995) han demostrado que, mientras que la distribucion del dafio entre
linfocitos tratados con radiacién ionizante en G, era relativamente homogénea, cuando se

administraba bleomicina al cultivo, dicha droga inducia un aumento significativo en la longitud
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de la cola solo en un 10-20% de las células tratadas, e incluso se llegaba a una saturacion de la
droga a dosis muy bajas. Estos datos indican una heterogeneidad de la poblacion en cuanto a la
captacion de la droga y son comparables a la sobredispersion del dafio observada tanto a nivel
de aberraciones cromosémicas (Dresp y col., 1978; Cortés y col., 1993) como de micronticleos
(Hoffmann y col., 1993).

Nosotros hemos electroporado bleomicina y hemos conseguido reducir la dosis empleada
obteniendo un nivel de dafio mayor y mas homogéneo en la poblacion celular.
Aproximadamente un 80% de las células mostraban un incremento en el nivel de dafio cuando
se trataban con bleomicina, y este porcentaje se reducia cuando aquéllas eran tratadas
simultaneamente con ligasa de T4, aunque en ningin caso llegaba a alcanzar el nivel de los
controles (figura 26). Nuestros resultados con el ensayo del cometa, por tanto, demuestran la

sensibilidad de esta técnica para medir el dafio en el ADN asi como la eficiencia de la

electroporacion.
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Figura 26. Distribucion de los momentos celulares de linfocitos humanos en el ensayo del cometa, En Ia
figura se presentan los datos para dos donantes, A y B.
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Los resultados también muestran claramente que la ligasa del fago T4 es capaz de ayudar
a reunir muchas de las roturas de cadena de ADN inducidas por la bleomicina en linfocitos
humanos, tal como habiamos comprobado a nivel citogenético analizando las aberraciones
cromosémicas en la linea celular CHO6. Como ya se habia observado en la supervivencia de
las células CHOG, en cuanto a esta reduccion en el nivel de dafio del ADN no parece existir
una dependencia clara respecto a la cantidad de ligasa empleada. En este caso, la saturacion en
la actividad de la ligasa parece mas evidente que en las células CHOG, alcanzandose un nivel de
reunion de las roturas muy similar con las tres dosis empleadas.

Por otra parte, el momento celular nunca alcanzé los valores observados para el control
en los tratamientos combinados, por lo que podemos decir que la ligasa de T4 es capaz de
reunir solo parcialmente las roturas inducidas por la bleomicina en linfocitos humanos no

estimulados.

3.2.3. Consideraciones generales

En conjunto, nuestros resultados estin en concordancia con los estudios realizados con
enzimas de restriccion en cuanto a la capacidad de la ligasa del fago T4 para reunir roturas de
doble cadena en células eucarioticas (Durante y col., 1991; Ortiz y col., 1995). Sin embargo,
hemos podido observar que la porcion relativa de dafio reparado como resultado del
tratamiento con ligasa de T4 es menor cuando las células se tratan con bleomicina. No
podemos considerar que exista una explicacion simple, ya que hay que tener en cuenta diversos
factores.

Las enzimas de restriccion inducen roturas de doble cadena en ADN con extremos
3’-hidroxilo y 5’-fosfato, que son relativamente faciles de reunir (enlace fosfodiéster). Sin
embargo, tanto los rayos X como la bleomicina inducen principalmente roturas de doble
cadena “no limpias”, es decir, con extremos distintos a 3’-hidroxilo y 5’-fosfato. Se ha descrito
que un 50% de las roturas inducidas por la radiacion ionizante presentan extremos
3’-fosfoglicolato (Henner y col., 1983b), que son también inducidos con una frecuencia muy
alta por la bleomicina (Dar y Iorgensen, 1995). De hecho, este tipo de terminaciones afecta a la
reparacion de dichas lesiones, que no pueden ser selladas por ligasas procariéticas in vitro con

la misma eficiencia que los extremos 3’-hidroxilo y 5’-fosfato (Henner y col., 1983a; Gu y col,,
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1996). Por otro lado, y a diferencia de los rayos X, la bleomicina no acttia al azar sobre el
ADN, sino que corta preferentemente entre los nucleosomas (Kuo y Hsu, 1979; Tounekti y
col., 1993), y recientemente, Ray y colaboradores (1996) han demostrado que la histona H1
inhibe en gran medida la actividad de las ligasas de origen procariotico, tanto la ligasa de E.
coli como la del fago T4. Teniendo en cuenta lo anterior, tanto el tipo de rotura como la zona
del ADN donde se ha producido parecen ser factores determinantes para explicar por qué el
nivel de dafio reparado es menor para la bleomicina que para las enzimas de restriccién
(Durante y col., 1991; Ortiz y col., 1995).

De cualquier forma, nuestros resultados muestran que la ligasa del fago T4 es muy
efectiva en la reunion de las roturas inducidas por la bleomicina, con un incremento en la
supervivencia celular de un 26%, y reducciones de hasta un 40% en el nivel de aberraciones
para la linea celular CHOG (figura 22; tabla 5) y de aproximadamente un 60% en el momento
celular de los cometas en linfocitos humanos (tabla 7), no alcanzandose, en ningun caso, un
100% de efectividad en la reparacion. Para ambos sistemas (fibroblastos de hamster chino y
linfocitos humanos), nuestros resultados muestran una saturacion en la actividad de la ligasa,
aunque existen diferencias en cuanto a la dosis de enzima para la que se alcanza dicha
saturacion (figura 22; tabla 7).

La saturacion observada podria ser debida a que la actuacion de las ligasas en la reunion
de las roturas de doble cadena depende a su vez del procesamiento o modificacion de dichas
roturas por la maquinaria de reparacion antes de la ligacion (Gu y col., 1996). Por tanto,
podriamos pensar que la tasa de ligacion no depende solamente de la capacidad de la ligasa
para reunir los extremos, sino de la propia capacidad celular para procesarlos, ademas de la
accesibilidad de la ligasa a la rotura susceptible de ser reparada.

En eucariotas superiores se ha propuesto que la reparacion de las roturas de doble
cadena se lleva a cabo en gran parte por la simple reunion de los extremos més que por
recombinacion homologa, y se requiere la accion de distintas actividades enziméticas
previamente a la ligacion (Jeggo, 1990). Asimismo, se ha demostrado in vitro que la ligasa del
fago T4 es menos efectiva que extractos celulares en la reunién de roturas de doble cadena
(Cheong e Iliakis, 1997), lo que de nuevo sugieré la necesidad de diferentes actividades
presentes en dichos extractos en la reunion, ademas de la propia ligasa.

En células de mamiferos, la quinasa dependiente de ADN (DNA-PK) y su cofactor, ¢l

heterodimero Ku, se necesitan tanto para la reparacion de las roturas de doble cadena
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inducidas por radiacién ionizante o bleomicina como para la recombinacion V(D)J, que da
lugar a la inmensa variabilidad en la formacion de anticuerpos en los linfocitos B, asi como en
los receptores de membrana en los linfocitos T (Jeggo y col., 1995; Weaver, 1995; Errami y
col., 1996). Por otro lado, la proteina Xrccl, que estd implicada en la reparacion del ADN,
estabiliza a la ligasa Il en mamiferos, de manera que el nivel de ligasa se reduce cuando no
esta presente dicha proteina (Caldecott y col., 1994). De forma similar, en E. coli, la proteina
Rec A se une a la molécula de ADN de forma que aumenta la tasa de ligacion de fragmentos
de restriccion (con extremos romos o cohesivos) con ligasa del fago T4 (Rusche y col., 1985).
Ademas, recientemente se ha propuesto un posible mecanismo en procariotas, diferente a la
ligacion, mediante el cual la ligaéa del fago T4 podria reconocer, marcar y proteger cualquier
extremo 5’ hasta que se produzca un extremo 3’-hidroxilo. Este bloqueo de la enzima en el
extremo 5’ adenilado resultaria en un modo de acciéon muy eficaz, asegurando que la misma
molécula de enzima que reconoce el extremo 5’ lleva a cabo la ligacion con su correspondiente
3’-hidroxilo (Rossi y col., 1997). Este mecanismo se podria tal vez extrapolar a eucariotas, en
los cuales una ligasa actuaria de proteccion mientras otras enzimas de reparacion procesan el
extremo 3’-fosfato 6 3’-fosfoglicolato.

Teniendo en cuenta lo anterior, en nuestro modelo experimental de linfocitos humanos
en Go y con la dosis de bleomicina empleada es posible que la saturacion observada se deba a
que en el tiempo de tratamiento (2 horas) las células solo pueden procesar con su propia
maquinaria de reparacion una cantidad de roturas susceptibles de ser selladas con 6 U de ligasa
exogena, de manera que aunque se aumente la dosis de la enzima no vamos a apreciar una
disminucion significativa en el nivel de dafio en el ADN. Sin embargo, cuando utilizamos
células en estado proliferativo, hemos de tener en cuenta que éstas van a poder reparar a lo
largo del ciclo celular (Jeggo, 1990; Friedberg y col., 1995), de manera que mientras que la
ligasa exogena se mantenga activa dentro de la célula y la maquinaria de reparacion esté
disponible, dicha enzima seguiré ligando, por lo que la dosis para la que se alcanza la
saturacion es mayor. Por otra parte, no hay que olvidar que en las distintas fases del ciclo
celular la cromatina presenta diferentes niveles de condensacion, que pueden variar incluso con
el nivel de dafio inducido (Ljungman, 1990; Terzoudi y Pantelias, 1997), lo cual influye
también en la accesibilidad del ADN a la ligasa para que ésta pueda alcanzar la rotura.

Finalmente, hay que destacar que los datos obtenidos en linfocitos en Gy con el ensayo

del cometa no demuestran que la modulacion del dafio inducido por bleomicina con ligasa del
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fago T4 sea una reparacion libre de error, ya que lo que observamos es solamente la reunion de
las roturas sin poder distinguir si esta reunidon es la correcta, por lo que estamos
sobrevalorando la posible reparacion. Una reunién incorrecta de las roturas daria lugar, si las
células estuvieran en estado proliferativo, a la aparicion de aberraciones de tipo intercambio en
la siguiente metafase, que podrian llevar a la muerte celular. En nuestra opinion, si hemos de
comparar los distintos ensayos utilizados, la conclusién que parece evidente es que dan
informacion complementaria para analizar la posible reparacion celular, por lo que seria

recomendable no excluir ninguno de ellos en futuros estudios.
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4. CONCLUSIONES

1. Es posible inducir la respuesta adaptativa en linfocitos humanos en Gy, resultando dichas
células protegidas contra el efecto clastogénico inducido por radiacion ionizante una vez
que han sido estimuladas. Esto lo consideramos de especial trascendencia, ya que una gran
parte de las células de los organismos pluricelulares se encuentran en estado no

proliferativo.

2. La respuesta adaptativa a la radiacion ionizante parece ser un mecanismo generalizado de
proteccion frente al dafio oxidativo que se expresa en diferentes mamiferos, como indican
los resultados obtenidos en linfocitos bovinos y de conejo condicionados con peroxido de

hidroégeno, que resultaron adaptados frente al dafio por radiacién ionizante.

3. La ligasa del fago T4 puede cooperar con la maquinaria de reparacion en células de
mamiferos tanto proliferativas como en estado de quiescencia, para eliminar, al menos en
parte, el dafio residual inducido por bleomicina, normalmente no reparable por la propia

maquinaria celular.

4. Los distintos ensayos empleados nos dan informacion complementaria respecto a la posible
reparacion de las roturas de doble cadena en el ADN y, en nuestra opinion, los
experimentos de clonogenicidad nos dan la medida mas exacta de una correcta reparacion
del material genético, lo cual resultaria, en Gltimo término, en una mayor supervivencia y

capacidad proliferativa de las células.
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