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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de dosis bajas de
bromodesoxiuridina (BrdU) (0.125 mg/g) y cisplatino (cis-Pt) (1.0 umol/Kg), sobre
la radiosensibilizacion a dosis bajas de radiacion (0.5 Gy) y caracterizar su forma
de accion en ceélulas de la médula 6sea en ratones in vivo. En ambos casos se
utilizé la electroforesis unicelular en gel (EUG) y se determinaron las cinéticas de
formacién de reticulocitos micronucleados (RET-MN) y de reduccion de
reticulocitos (RET) mediante citometria de flujo. En el caso de la determinacion
del efecto radiosensibilizador de la BrdU, se probé el efecto mediante la EUG; los
resultados indicaron que niveles bajos de incorporacion de BrdU en el ADN
incrementan la sensibilidad a la radiacion gamma; particularmente durante la
sintesis del ADN. Para el analisis de la cinética de induccion de RET-MN, se
tomaron muestras de sangre periférica de los ratones antes (testigo) y después de
cada tratamiento (cada 8 h hasta completar 72 h). Se estableci6 el tiempo y el
ndamero de picos de induccion de RET-MN, mismos que indican el nimero de
mecanismos de genotoxicidad producidos con los tratamientos; asi como la
correlacién entre genotoxicidad y citotoxicidad. La radiacibn gamma causa dos
picos principales de induccion de MN en los animales tratados o no con BrdU. En
los no tratados con BrdU, el primer pico no se asocio a citotoxicidad, pero si en los
tratados con BrdU. En las células irradiadas y substituidas con BrdU, en el
segundo pico se observo un incremento6 en la induccion de MN y de citotoxicidad.
El pretratamiento con BrdU parece favorecer una lesion radioinducida o el

incremento en el numero de lesiones dificiles de reparar; lo cual posiblemente sea
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debido a la formacion de enlaces cruzados como se ha descrito. En el caso de la
determinacién del efecto radiosensibilizador del cis-Pt; primero se determind en
leucocitos de sangre periférica mediante EUG, que a los 40 minutos se observo la
maxima induccion de rupturas en el ADN. Con éste dato se hizo el analisis de la
cinética de induccion de RET-MN; el cis-Pt se administro 40 minutos antes de la
irradiacion y se siguio el mismo procedimiento de determinacion de la frecuencia
de RET-MN que en el estudio con BrdU. El pretratamiento con bajas dosis de cis-
Pt, incrementd la sensibilidad a bajas dosis de radiacion y evidencio tres
mecanismos de induccién de MN, siendo dos de ellos los principales, atribuibles a
las fallas en la reparacién por escision y por recombinacién, ambos efectos

estuvieron asociados con un incremento en la citotoxicidad.
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine the effect of low doses of
bromodeoxyuridine (BrdU) (0.125 mg/g) or cisplatin (cis-Pt) (1.0 umol/Kg), on
radiosensitization at low doses of radiation (0.5 Gy) and characterize its form of
action in bone marrow cells of mice in vivo. This by using single cell gel
electrophoresis (SCGE), and the kinetics of micronucleated reticulocytes induction
(RET-MN) and of the reduction of reticulocytes (RET) determined by flow
cytometry. In the case of BrdU, the effect proved by SCGE, indicated that low
levels of BrdU incorporation into the DNA, increase the sensitivity to gamma
radiation; particularly during DNA synthesis. The kinetics of induction of RET-MN
induction, in peripheral blood samples along 72 h, indicated that gamma radiation
causes two main peaks of induction of MN in animals treated or not with BrdU. In
those not treated with BrdU, the first peak was not associated with cytotoxicity, but
in those treated with BrdU cytotoxicity this was associated. In the cells substituted
with BrdU prior to irradiation the second peak showed; an increase in the induction
of MN associated with an increase in cytotoxicity. The pretreatment with BrdU
seems to favour a radioinduced kind of lesion or an increase number of lesions
difficult to repair, possibly cross-links as previously described. In the case of the
cis-Pt first, the timing of damage was determined in peripheral blood leukocytes by
SCGE, the results indicated that at 40 minutes occurred the maximum induction of
breaks in the DNA. With this data, the analysis of the kinetics induction of RET-MN
was performed, by administering cis-Pt 40 minutes before irradiation. The

pretreatment with a low dose of cis-Pt, increased sensitivity to low dose of
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radiation and evidenced three mechanisms of induction of MN, two of them being,
the main ones, attributable to failures in the excision and recombination repair,

respectively, both effects were associated with an increase in cytotoxicity.
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1. INTRODUCCION

El término “cancer” es utilizado para denominar a un grupo de
enfermedades, que se caracterizan por un desequilibrio entre la proliferacion y los
mecanismos normales de muerte celular. Las células cancerosas tienen la
capacidad de producir tumores sélidos y alteraciones hematologicas y/o linfaticas,
ademas pueden invadir tejidos vecinos asi como diseminarse hacia otras partes
del cuerpo (Granados et al., 2016). La radioterapia (RT) es uno de los principales
tratamientos utilizados para combatir el cancer; ya sea como tratamiento Unico o
en asociacion con cirugia y/o agentes quimicos. En estos casos, la radiaciéon
puede administrarse antes durante o después de otros tratamientos; con el
objetivo de mejorar las posibilidades de que la terapia funcione. La RT puede
curar al paciente, permite preservar los O6rganos o es utilizada como terapia
paliativa. Se puede incrementar la eficacia de la RT aumentando el dafio
producido por la radiacién ionizante (RI) mediante el uso de agentes
radiosensibilizadores, de los cuales algunos de ellos tienen actividad
quimioterapéutica (Lenhert, 2015).

La radiacion ionizante se utiliza debido a los efectos celulares que causa;
entre los cuales se encuentra principalmente el dafio al ADN; el cual conduce a
mayores consecuencias biolégicas debido al papel central que juega en la
regulacion de la actividad celular y la transferencia de la informacion genética,
entre otras funciones. Se conoce que la Rl puede causar dafio en el material
genético mediante dos mecanismos (Hall, 1994). Uno de ellos es directo, en

donde la energia cinética generada por la radiacion es depositada de forma




inmediata sobre la célula, transfiiendo parte de esta energia hacia las
biomoléculas; las cuales la absorben, produciéndose ionizacién y excitacion en
las mismas. Esta transferencia de energia produce inestabilidad; por lo que las
moléculas deben tener un rearreglo, ya sea dentro de ellas mismas o a través de
la interaccion con otras, causando un cambio biolégico. El otro mecanismo es
indirecto, en donde el dafio al material genético es producido por la interaccion
con los radicales libres (RL) formados por la ionizacion del agua (radiolisis). Estos
RL se combinan facilmente con el oxigeno, generando una serie de compuestos
igualmente reactivos que son conocidos como especies reactivas de oxigeno
(ERO); como son el superéxido (Oze), el radical hidroxilo (¢OH) y el peréxido de
hidrégeno (H20,). El «OH es una de las ERO mas reactivas, capaz de producir
dafio letal en las células (Altman et al., 1970). La radiblisis del agua también
produce radicales reductores, que son electrones solvatados también llamados
electrones hidratados (€ a), asi como radicales hidrogeno (He¢). Los é 44, nO
causan dafo al ADN natural (Nabben et al., 1984); sin embargo, existen estudios
en los cuales utilizando técnicas de espectroscopia, se ha reportado que los
electrones secundarios de baja energia denominados electrones prehidratados,
precursores de los é .4, pueden causar rupturas en el ADN en plasmidos y
oligonucleotidos por resonancia y la formacion de aniones (Alizadeh y Sanche,
2012; Lu, 2010; Ma et al., 2017).

El dafio producido por la Rl en las células esta en funcion del tipo de
radiacion, la intensidad de la energia y los niveles de exposicion; asi como la
etapa del ciclo celular en la que se encuentren al momento de la exposicion. La Rl

es de transferencia lineal de energia (TLE) baja y la relacién entre la cantidad de




dafio que induce de manera directa e indirecta es 1:3. Las reacciones quimicas
inducidas por la Rl sobre el ADN, pueden causar dafio en las bases nitrogenadas,
afectar el esqueleto azucar fosfato, producir rupturas de cadena sencilla o doble y
enlaces cruzados ADN-ADN o ADN-proteina (Konigsberg, 2008; Lett et al., 1961;
Mahmoud et al., 2012).

Con las rupturas de cadena doble se pierde la continuidad de las cadenas
antiparalelas del ADN, éste tipo de rupturas son consideradas las lesiones mas
mutagénicas y carcinogénicas (Han y Yu, 2010). Los enlaces cruzados
intercadena son lesiones que impiden la separacion de las cadenas, bloqueando
la transcripcion y la replicacién (Dextraze et al., 2010; Deans y West 2011).

Un gray (Gy) de rayos x puede inducir aproximadamente 3000 lesiones en
las bases, 1000 rupturas de cadena sencilla y 40 rupturas de cadena doble (Maier
et al.,, 2016). También la RI, puede causar lipoperoxidacion en la membrana,

arresto del ciclo y muerte celular (Hall, 1994; Wilson, 2004; Konigsberg, 2008).

1.1 Diferencia entre radiosensibilidad y radiosensibilizacién celular

1.1.1 Radiosensibilidad

La radiosensibilidad es una disminucion de la capacidad de respuesta

intrinseca de las células ante la exposicion a la radiacion, que puede ser diferente

entre tejidos (Selman, 1983), e inclusive diferente entre subpoblaciones del mismo

tipo celular (Hall, 1994; Bouffler, 2015).




El uso de los ensayos clonogénicos in vitro con células de mamifero (Puck y
Marcus, 1956), permitid definir a la radiosensibilidad como la pérdida de la
capacidad proliferativa (Foray et al., 2012). El ensayo de clonogenicidad se
convirtid en el método mas utilizado para determinar la sensibilidad celular a la
radiacion, tanto en las células tumorales como en las no tumorales (Fertil y
Lamaise, 1981, Foray et al., 2012).

Se ha observado que la radiosensibilidad puede ser modificada por
diversos factores que van a afectar la respuesta bioldgica. Cada tipo de radiacion
0 particula tiene una TLE, por lo que dosis iguales de diferentes tipos de
radiacion, no producen efectos biolégicos iguales (Hall, 1994). Los rayos X, rayos
gamma Yy los electrones tienen una TLE baja, en tanto que la radiacion con
neutrones y protones tienen una TLE alta. La radiosensibilidad también se puede
afectar diferencialmente, si la dosis de radiacion es administrada de forma aguda
o fraccionada (Selman, 1983; Hall, 1994).

Se ha determinado que la presencia del oxigeno afecta la respuesta celular
a la radiacién (Cassaret, 1968, Hall, 1994; Lehnert, 2015). A la explicacién de
como el oxigeno aumenta el dafio producido por la radiacion se le conoce como
hipotesis de fijacion del oxigeno (HFO) (Lehnert, 2015). En la HFO se considera
gue la radiacion en condiciones aerobias, puede producir RL formados con el ADN,
los cuales pueden reaccionar con el O, disponible para formar peroxiradicales
(ADN-OOQee), lo que modifica quimicamente al ADN fijando el dafio, por lo que el
ADN no puede ser restaurado. En condiciones de hipoxia, los radicales ADN

pueden ser restaurados a través de reduccion quimica por compuestos sulfidrilo,




regresando al ADN a su composicion original (Johansen y Howard-Flanders, 1965;
Lehnert, 2015; Liu et al., 2015).

Otro factor que afecta la radiosensibilidad celular es la etapa del ciclo
celular, siendo radiosensibles durante la mitosis (Wilson, 2004).

Se tiene conocimiento de que los puntos de control en el ciclo celular se
correlacionan con la radiosensibilidad (Fernet et al., 2010). Se ha observado que
la pérdida de la proteina ubiquitina ligasa Rad 18, requerida para la activacion del
punto de control G2/M, incrementa la sensibilidad celular a la Rl tanto en

condiciones in vitro como in vivo (Sasatani et al., 2015).

1.1.2 Radiosensibilizaciéon

Como se menciond anteriormente, la radiacion continla siendo una
alternativa para el tratamiento del cancer; pudiéndose incrementar sus efectos
mediante el uso concomitante de agentes capaces de inducir radiosensibilizacién
(RS). Spalding y coautores (2006), dan una definicion muy sencilla pero acertada
de lo que es un radiosensibilizador; consideran que es un agente que disminuye
la sobrevivencia clonogénica de las células después de la irradiacion, bajo
condiciones en las que la droga per se no produce citotoxicidad, o ésta es
minima.

Un radiosensibilizador ideal, es aquel agente que aumenta la muerte
celular en los tumores, que tiene poco efecto en los tejidos normales y al mismo

tiempo, minima toxicidad por si mismo (Kvols, 2005; Wardman, 2007). Citrin y
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Mitchell (2014), consideran que un verdadero sensibilizador actia de manera
sinérgica con la radiacion.

Entre los agentes radiosensibilizadores se encuentran algunos con
actividad antineoplasica y también otros que no presentan efecto anticancerigeno
directo. Como es el caso del 6xido nitrico, que radiosensibiliza a las células en
condiciones de hipoxia como las que predominan en los tumores, mimetizando el
efecto que tiene el oxigeno (Lehnert, 2015; Kumar y Gupta, 2016).

Utilizar agentes que sensibilicen a las células tumorales para potencializar
el efecto de la radiacion sin dafar al organismo, constituye una opcién atractiva

para el disefio de los tratamientos para combatir el cancer.

1.2 Mecanismos de radiosensibilizaciéon

Se conocen diversos agentes que pueden inducir radiosensibilizacion, por
ejemplo, algunos de ellos se incorporan o alteran la estereoquimica del ADN y
otros actuan inhibiendo alguna biomolécula blanco que participa en la respuesta a
la radiacion. Por lo tanto, los mecanismos de accion mediante los cuales inducen
radiosensibilizacion son diversos, de los cuales se mencionaran algunos ejemplos
a continuacion.

La presencia de oxigeno ha mostrado efecto radiosensibilizador, esta
caracteristica fue aprovechada para investigar compuestos que mimetizan su
efecto y que pudieran ingresar a los tumores los cuales se encuentran poco
vascularizados y tienen condiciones hipéxicas, lo que los hace resistentes a la

radiacion (Hickson et al., 2016). La mayoria de los agentes miméticos del oxigeno




que han sido estudiados, contienen estructuras nitroaromaticas con afinidad
electronica. Los grupos nitro reducidos reaccionan con los RL inducidos por la
radiacion y estabilizan las lesiones en el ADN bajo condiciones de hipoxia (Fowler
et al., 1976; Lehnert, 2015; Hickson et al., 2016). Entre los radiosensibilizadores
con ésta caracteristica se encuentran el metronidazol y el misonidazol. Cabe
seflalar que, aunque en estudios de fase preclinica muestran propiedades
radiosensiblizadoras, no todos estos compuestos han mostrado resultados
alentadores en la fase clinica (Rockwell et al., 2009; Hickson et al., 2016).

La inhibicién de enzimas que participan en la defensa antioxidante como la
tioredoxina reductasa (TrxR) y el glutation (GSH) también han mostrado efecto
radiosensbilizador (Smart et al., 2004; Selenius et al., 2012).

El motexafin gadolinium (MGd), es un compuesto macrociclico aromético
con gran afinidad electrénica; su blanco molecular mas importante es la TrxR y la
inhibicion de su actividad debilita al sistema antioxidante; haciendo a las células
mas susceptibles a la muerte celular (Hashemy et al., 2006). En estudios in vitro
con varias lineas celulares cancerosas tratadas con MGd, se observé incremento
de ERO y aumento del efecto citotoxico de la RI; ésta respuesta también fue
obtenida en xenotransplantes (Magda y Miller 2006).

La butionina sulfoximina (BSO), es un aminoacido sintético que disminuye
los niveles enddgenos del GSH mediante la inhibicidn irreversible de la y glutamil-
cisteina sintetasa, que es una enzima importante en la biosintesis del GSH. Se ha
observado que la BSO aumenta la radiosensibilidad en xenotransplantes con
ratones atimicos con glioma y en cultivos de células de retinoblastoma (Lippitz et

al., 1990; Yi et al., 1994).
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También la alquilacion del ADN producida por algunos agentes ha
mostrado efecto radiosensibilizador. La temozolomida (TMZ) es un agente
alquilante utilizado en melanoma metastasico y en glioma, que forma como
productos del metabolismo la N’-metil guanina, la O°®-metil guanina y la N*-metil
adenina. Las alquilaciones en la adenina y en la guanina alteran su
estereoquimica y modifican la unidén entre las bases mediante los puentes de
hidrogeno. En estudios en células de glioblastoma se ha observado efecto aditivo
con la combinacion de TMZ y radiacion (Wedge et al., 1997). En este mismo tipo
celular, la administracion de TMZ aumenta la respuesta a la radiacion en células
deficientes en O°-metilguanina-ADN-metiltransferasa (MGMT); mediante el
incremento en la induccion de rupturas de doble cadena en el ADN inducidas por
radiacién (Chakravarti et al., 2006). Considerando que la reparacion de la O°-metil
guanina se lleva a cabo por la MGMT, la reparaciéon defectuosa es un
componente esencial en la radiosensibilizacién producida por la alquilacién del
ADN (Kihne et al., 2004; Chakravarti et al., 2006; Thomas et al. 2013).

Asi mismo se ha observado que el efecto radiosensibilizador puede ser
producido por antimetabolitos halogenados del uracilo como el 5-fluorouracilo y la
fluorodesoxiuridina; bajo condiciones no citotéxicas (Kjellstrém et al., 2005; Ojima
et al., 2006). Algunos estudios indican que para que estos antimetabolitos
produzcan efecto radiosensibilizador, es importante la acumulacion de las células
en la fase de sintesis (S) (Lawrence et al., 1996), asi como la disminucién de la
reparacion de rupturas en el ADN producidas por la radiacion (Davis et al., 1995).

La difluorodesoxicitidina (dFdC) también llamado gemcitabina, es un

antimetabolito analogo de la desoxicitidina. La dFdC tiene un rango de actividad
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antineoplasica amplio y se utiliza en tratamientos de cancer de seno, de cabezay
cuello, entre otros (Noble y Goa, 1997). Este agente ha mostrado accion
radiosensibilizadora en sistemas in vitro e in vivo (Sangar et al., 2004; Doyle et al.,
2001). Su efecto radiosensibilizador se ha asociado con la inhibicion de la
ribonucledtido reductasa (RR) y la deficiencia en la reparaciéon de errores de
apareamiento (MMR). Se ha sugerido que la disminucion de desoxiadenosina
trifosfato producido por la inhibicion de la RR, produce errores de apareamiento
en la replicacion; los cuales, si no son reparados aumentan la muerte celular por
Rl. Ademas se ha observado aumento en la radiosensibilizacion en células
HCT116 deficientes en las proteinas hMLH1 implicadas en la MMR (Flanagan et
al., 2003; Robinson et al., 2003). Por otra parte, se ha considerado que el
mecanismo radiosensibilizador de la dFdC, esta relacionado con el arresto que
induce en la fase S temprana del ciclo celular el cual se ha observado que es
dependiente de la dosis de dFdC (Pauwels et al., 2003).

Otro antimetabolito que ha mostrado efecto radiosensibilizador mediante la
alteracion del ciclo celular, es la fluoroadenina arabinosida (fludarabina). Es un
anélogo de la desoxiadenosina que se usa en el tratamiento de leucemia linfatica
cronica. Su efecto radiosensibilizador se ha observado en sistemas in vitro (Kim et
al., 1986) y en el tratamiento de cancer de cabeza y cuello se han obtenido
resultados alentadores (Grégoire et al., 2002). Se ha sugerido, que la respuesta
tumoral a la radiacion en células expuestas a la fludarabina, puede ser debida a la
contribucion de los diversos efectos que tiene este agente en las células; como la
inhibicion de la reparacion, la apoptosis inducida en las células que se encuentran

en la fase S al momento de la exposicion de la fludarabina, y a la sincronizacion
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subsecuente de las células remanentes hacia la fase de mitosis al momento de la
irradiacion, siendo ésta, la fase del ciclo celular mas radiosensible (Grégoire et al.,
1994).

Existen agentes anticancerigenos que tienen como blanco la tubulina, que
también han mostrado efecto radiosensibilizador. Se ha observado en cultivo de
células de cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC), que el
pretratamiento con vinorelbina a concentracién de toxicidad minima sensibiliza a
las células a la accién de la radiacion. Se ha propuesto que la radiosensibilizacion
puede ser producida por la acumulacién prolongada de las células en la transicion
de las fases G2/M, en conjunto con la poliploidizacion continua y la induccion de
la apoptosis (Fukuokoa et al., 2002; Zhang et al., 2004).

Las moléculas que participan en la respuesta celular a la radiacién, han
generado interés en el desarrollo de estrategias basadas en la inhibicion de
blancos especificos para incrementar la radiosensibilidad tumoral (Tofilobn y
Camphausen, 2009). Las diversas lesiones en el material genético producidas por
la RI, activan vias de respuesta al dafio. La recepcién de una sefal o primer
mensajero se traduce en una cascada de eventos moleculares que involucra a la
red de proteinas cinasas Ataxia Telangiectasia Mutada/Ataxia Telangiectasia y
RAD3 (ATM/ATR). Cuando las rupturas de doble cadena inducidas por la Rl son
detectadas, se puede detener el ciclo celular, ya sea mediante la activacion de
ATM o de ATR. El arresto del ciclo celular facilita la reparacion del ADN mediante
recombinacion homologa (RH) y la reparacion por reunién de extremos no
homologos (NHEJ) (Lehnert, 2008; Maier et al., 2016). Se ha probado en cultivos

celulares que la inhibicibn de ATM puede causar radiosensibilizacion. Hickson y
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coautores (2004), determinaron que el inhibidor de ATM el 2-morfolina-4-il-6-
triantreno-1-il-piran-4-uno (KU-55933), producia sensibilizacion significativa a los
efectos citotdxicos de la RI. Se ha sugerido que la inhibicion transitoria de ATM
con CP466722 es suficiente para sensibilizar a las células a la Rl y que esto
podria aplicarse en la radiosensibilizacion terapéutica (Rainey et al., 2008).

Se conoce que la RI induce arresto en el ciclo celular y con el retardo en
los puntos de control puede prevenir la replicacion del ADN dafiado. La inhibicion
de biomoléculas que participan en los puntos de control, también se ha
considerado como una via de radiosensibilizacion. En cultivos de células de
cancer de colon, se observo que el XL-844 inhibe la proteina cinasa de punto de
control Chk2 que patrticipa en la transduccion de sefiales para el arresto celular en
G2. Se observé aumento en la radiosensibilidad celular, lo que fue asociado con
inhibicion de la reparacion y aumento en la induccion de catastrofe mitética, en la
cual se produce segregacion aberrante de los cromosomas, lo que conduce a
apoptosis (Riesterer et al., 2011).

Existen numerosas moléculas involucradas en la traduccion de sefales del
ambiente a través del citoplasma hacia el nucleo y algunas de ellas han mostrado
relevancia en la radiosensibilizacién. La farnesiltrasferasa puede ser otro blanco
molecular para obtener efecto radiosensibilizador. Esta proteina une al grupo
farnesil a la cisteina en el extremo terminal de la proteina Ras, ocurriendo la
farnesilacion, lo que es esencial para su funcionamiento normal. Debido a que
Ras se encuentra estrechamente relacionada con la transferencia de sefales de
crecimiento en la superficie celular; y las células cancerosas también dependen

de la farnesilacion, se ha propuesto que deteniéndola se podria detener la funcion
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de Ras y desacelerar su crecimiento celular (Goodsell, 2003). En modelos
xenograficos con células de carcinoma de pancreas, el tratamiento combinado
con el inhibidor de la farnesiltransferasa L-778,123 y radiacion, mostro efecto
radiosensibilizador (Brunner et al., 2005).

Muchos de los factores de crecimiento que regulan la proliferacion celular
son reconocidos por receptores transmembranales y algunos de estos receptores
se han relacionado con la radiosensibilizacion. En células cancerosas de pulmon,
pancreas, glioma y de carcinoma escamoso de cabeza y cuello, la inhibicion del
receptor del factor de crecimiento epidermal con centuximab, que es un
anticuerpo monoclonal (C225), sensibiliza a las células a la accion de la RI. Se
observé inhibicion de la reparacion y apoptosis mediante aumento de la caspasa
3 (Dittmann et al., 2005; Zhang, 2010).

IGF1-R es el receptor que interviene en la activacion del factor de
crecimiento semejante a la insulina y es un mediador importante en el
crecimiento, diferenciacion, transformacion celular y proteccion contra la apoptosis
(Baserga et al., 1997; Zaidi et al., 2009). En lineas celulares de cancer de mama
la tirfostina AG 1021, que es un inhibidor selectivo del IGF1-R, ha mostrado que
inhibe la proliferacién celular e induce apoptosis como respuesta a la radiacion
(Wen et al., 2001).

La inhibicién de la histona deacetilasa (HDAC) con vorinostato, también
conocido como SAHA, ha mostrado en cultivos de células NSCLC que produce
radiosensibilizacion. Los autores de este estudio consideran que probablemente
se deba a que afecta la regulacion de proteinas que participan en la reparacion

del dafio en el ADN por RH y por NHEJ (Zhu et al., 2015).
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Otro de los mecanismos mediante los cuales se puede producir
radiosensibilizacion, es aumentando la absorcidon de energia producida por la
radiacion. Esta via esta basada en el efecto fotoeléctrico y compton, que son dos
de las formas mediante las cuales la radiacion gamma interacciona con la materia
para producir ionizacion. En el efecto fotoeléctrico, un foton incide en un atomo y
al transferir su energia expulsa un electron del orbital externo, en donde la
energia cinética del fotoelectron resultante es igual a la energia del fotén que
incide, menos la energia de enlace del electron. En el efecto Compton, el foton
interactda con un electron del orbital externo de un atomo y le transfiere parte de
su energia con lo cual lo expulsa, al mismo tiempo el fotén incidente continta su
curso, con una direccién de emisién diferente a la inicial y con energia menor. Los
metales con alto numero atémico absorben substancialmente mas energia por
unidad de masa que el tejido blando; lo que se traduce en un incremento
significativo en la dosis local cuando, inclusive solo hay una pequeia cantidad de
metal en el tumor (Lenhert, 2015). Se ha propuesto que introducir elementos con
atomos pesados dentro de los tumores para producir dafio celular, podria ser una
ventaja terapéutica en la RT. Se han desarrollado nanoparticulas (NP’s) que
contienen metal, como pueden ser hierro y zinc; plata; germanio; gadolinio, oro y
platino (Meidanchi et al., 2015; Bouras et al., 2015; Su et al., 2014; Taupin et al.,
2015; Butterworth et al., 2012; Rehman et al., 2016). En varios estudios in vitro
existe evidencia del efecto radiosensibilizador producido por las NP’s de oro
(Butterworth et al., 2012). Estas son altamente biocompatibles y las menores de
100 nanometros pueden atravesar la membrana celular. Se ha observado en

ratones con carcinoma mamario, que la acumulacion de estas NP’s se encuentra

13

Pt
A\



preferentemente en el tumor, ademas de aumento en la sobrevivencia del 86 %,
al afo del tratamiento; en comparaciéon con la sobrevivencia del 20% con el
tratamiento solamente con radiacion (Hainfeld et al., 2004).

Aunque existen propuestas sobre los mecanismos de accion de los
agentes capaces de producir radiosensibilizacion, estos mecanismos aun no se
han establecido completamente. Algunos agentes tienen mas evidencias de su
efecto radiosensibilizador y otros las tienen mas ambiguas; este es el caso de la

bromodesoxiuridina (BrdU) y del cisplatino (cis-Pt).

1.2.1 Bromodesoxiuridina

La bromodesoxiuridina (Figura 1), es un antimetabolito que contiene un
atomo de bromo (Br) en la posicién 5, que substituye al grupo metilo de la
desoxitimidina. Debido a que el radio de van del Walls del atomo de Br es similar
al del grupo metilo de la timidina, puede reemplazarlo (Lawrence et al., 1990). Por
lo que la timidina halogenada es metabolizada en la misma via que la timidina
(Tubiara et al., 1990; Shewach y Lawrence, 2007).

La BrdU ingresa a las células mediante proteinas transportadoras de
nucledsidos ENT1 (Plotnik et al., 2012). Posteriormente tiene que ser fosforilada a
su derivado monofosfato (BAUMP) por la timidina cinasa, y con fosforilaciones
secuenciales se obtiene su forma trifosfatada, misma que puede ser utilizada
durante la fase S quedando incorporada en el ADN (Morris, 1991). La forma
trifosfatada del analogo halogenado también es un inhibidor alostérico de la RR, lo

que afecta la sintesis de los desoxiribonucledtidos (Meuth y Green, 1974). Una

14

Pt
A\



vez incorporada la BrdU en el ADN, puede adoptar su estructura ceto o su forma
endlica y formar apareamientos errobneos con la guanina (Hu et al., 2004). Estos
cambios pueden ser inducidos en cada ciclo de replicacion celular si la BrdU se
encuentra presente; por lo que la incorporacion de BrdU afecta continuamente la

secuencia del ADN (Lewin, 2000).

OH

Figura 1. Bromodesoxiuridina (BrdU)
Férmula quimica = C9H11BrN205
PM = 307.10 g/mol.

Las células que incorporaron BrdU en su ADN son funcionales y se ha
observado que pueden duplicarse in vivo, por al menos 3 divisiones celulares
sucesivas (Morales-Ramirez et al., 1987) y en condiciones in vitro, por hasta 25
ciclos de division celular con su ADN sustituido casi en el 100 % (Bickl et al.,
1974).

La BrdU es utilizada para estudiar sefializacion celular y otros procesos
asociados con la proliferacion celular (Pozarowski y Darzynkiewicz, 2004), asi

como para cuantificar el dafio producido por agentes fisicos o quimicos mediante
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el analisis de intercambios en las cromatidas hermanas (ICH) (Morales-Ramirez
et al., 1984a).

No obstante que se ha reportado que la BrdU es clastogena (Hsu y
Somers, 1961), también se ha reportado que la BrdU no induce dafio per se. En
un estudio en cultivos celulares de fibroblastos y de linfoblastos provenientes de
personas normales y de pacientes con sindrome de Bloom, cuyas células
presentan inestabilidad cromosomica; se observd que el tratamiento con
diferentes dosis de BrdU no causaba diferencia en la frecuencia de ICH.
Consideraron que las rupturas causantes de los ICH podrian deberse a la
reparacion de lesiones “espontaneas” y no al efecto de la BrdU (Van
Wietmarschen y Lansdorp, 2016). Sin embargo, de acuerdo al principio de la
causalidad que postula que todo efecto debe tener una causa; las lesiones que
van a producir rupturas durante su reparacibn no se pueden producir
espontdneamente. Por lo que los causantes del dafio al ADN podrian ser algunos
productos endégenos del metabolismo celular; por ejemplo, las especies reactivas
de oxigeno. Se ha obtenido evidencia de que la BrdU amplifica el dafio al ADN
producido por estrés oxidante en el que participan los RL (Poot et al., 1990). Se
conoce que en la cadena de transporte de electrones mitocondrial se producen
ERO y algunas de ellas son RL, por lo que éstos podrian ser los causantes del
dafio en el ADN gue contiene BrdU.

Otro aspecto importante de la incorporacion de BrdU en el ADN, es que
puede sensibilizar a las células a la induccion de ICH producidos por agentes

alquilantes como la metilnitrosourea (MNU) (Gonzéales-Beltran y Morales-Ramirez,
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1999). También se ha observado que sensibiliza a las células de la médula 6sea
de ratén al efecto de la radiacion (Morales-Ramirez et al., 1984b).

En el efecto radiosensiblizador producido por la BrdU, se tiene que
considerar que la RI también produce ERO durante la radidlisis del agua
contenida en las células; en donde algunas ERO son radicales como el *OH y el
O,e y también se generan € 4. Tanto el *OH y los € 54 Se producen en proporcion
similar. Sin embargo, el radical *OH produce la mayoria del dafio en el ADN, en
tanto que los é 54 no causan dafio en ADN natural (Nabben et al., 1984), pero si
tienen una participacion importante en el dafio al ADN substituido con BrdU
(Webb et al., 1993). En el ADN que contiene BrdU los é 54 producidos por la
radiacion rompen la unién con el atomo de Br; produciendo conjuntamente el
radical uridinil y la disociacion electrofilica del ion Br. El radical uridinil puede
oxidar a una base vecina o quitar el H de la desoxirribosa y producir rupturas en el
ADN (Neta, 1972; Steenken, 1992). También puede aceptar un electron de una
base vecina generando una base oxidada, lo que eventualmente termina con la
formacion de un radical cation G*, con lo que se puede formar la 8-oxoguanina,
que es una lesion altamente mutagénica (Gantchev et al., 2011).

Se ha reportado que la pérdida radiolitica del atomo de Br es suprimida,
cuando el ADN se encuentra en doble cadena; lo que no sucede cuando se
encuentra en cadena simple (Li et al., 2003). Se considera que el ADN de cadena
sencilla que contiene halouracil puede ser mas vulnerable al ataque de electrones
por la alta reactividad electrénica. lliakis y coautores (1989), consideran que la

estructura de la cromatina en las células con su ADN sustituido con BrdU al
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momento de la irradiacidn, es un factor importante para la radiosensibilizacion, asi
como los cambios conformacionales post-radiacion.

Gantchev y coautores (2011), presentan un modelo que muestra la
formacion de varios tipos de lesiones que puede producir la radiacion en el ADN
sustituido con BrdU; enlaces cruzados intercadena, enlaces cruzados
intracadena, sitios abasicos y rupturas en las cadenas. Y proponen que algunas
de estas lesiones pueden estar involucradas en el efecto radiosensibilizador.
Cecchini y coautores (2004), construyeron oligonucleotidos artificiales con
diferentes secuencias de ADN, en algunos de los cuales incluyeron bromouracil.
Reportaron que la radiacion gamma induce enlaces cruzados intercadena que
parecen ser exclusivos en regiones de apareamientos erroneos. Sugirieron, que
tanto las rupturas en el ADN como los enlaces cruzados fueron causados por la
presencia de BrdU en el ADN al momento de la irradiacion y que podrian formarse
en regiones en donde el ADN se encuentre en cadena sencilla. Esto favoreceria
que el ADN pudiera ser especialmente sensible durante la transcripcion, la
duplicaciébn y en sitios con errores de apareamiento. Por lo que se podria
considerar que las lesiones letales pueden ser rupturas en el ADN de cadena
doble y enlaces cruzados intercadena. También el efecto radiosensibilizador de la
BrdU se ha asociado con el mecanismo de reparacion de errores de
apareamiento. En cultivos celulares de células cancerosas deficientes en MMR,
se ha observado aumento en el dafio producido por la radiacion en las células
sensibilizadas con BrdU (Berry et al., 1999).

No cabe duda que se ha evidenciado la radiosensibilizacion inducida en el

ADN substituido con BrdU (Franken et al., 1997; Morales-Ramirez et al., 1984b).
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Sin embargo, los resultados de los estudios en fase clinica en pacientes con
cancer de cabeza y cuello, glioma multiforme o pancreatico (Epstein et al., 1995;
Robertson et al., 1997; Prados et al., 1998), no han proporcionado una respuesta
concluyente en su utilidad como agente radiosensibilizador. Aunado a lo anterior,
el tnico ensayo aleatorio completo que implicé pacientes con metastasis cerebral,
no mostro diferencia entre los tratamientos de los pacientes que recibieron BrdU
mas radiacion, con respecto a los que fueron tratados solamente con radiacion
(Phillips et al., 1995). La BrdU es catalogada como una droga huérfana porque se
usa en el tratamiento de una enfermedad que afecta a un pequefio nimero de
pacientes (menos de 200,000 personas en U.S.A), como el caso de tumores
cerebrales primarios en el cual se usa como radiosensibilizador (PubChem, 2019).

No obstante, a que los resultados como radiosensibilizador no han sido
alentadores en la fase clinica, es importante considerar que usaron dosis altas de
BrdU y de radiacion. Por lo tanto, es importante hacer estudios sobre los posibles
mecanismos involucrados en el efecto radiosensibilizador de la BrdU, utilizando
dosis bajas de BrdU y radiacion en condiciones in vivo. Lo cual podria tener

utilidad para disefiar una mejor estrategia en los protocolos terapéuticos.

1.2.2 Cisplatino

El cis-Pt (Figura 2), también es llamado cis-diaminodicloroplatino(ll), es un
alquilante bifuncional utilizado como agente antineoplasico en el tratamiento de
algunos tipos de cancer como el de ovario, NSCLC y de cabeza y cuello (Kellandl

et al., 2007; Dasari y Tchounwou 2014; McDowell et al.,, 2017) y como agente
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radiosensibilizador en el tratamiento de cancer cérvico uterino (Candelaria et al.,

2006).

Ch,
cl” NH,

Figura 2. Cisplatino (cis-Pt)
Formula quimica = Pt(NH3)2Cl,
PM = 300.05 g/mol.

El cis-Pt es un complejo neutral de platino con estructura plana que
contiene; dos atomos de cloro salientes en la posicién cis alrededor del atomo de
platino y dos liganos amoniaco (Basu y Krishnamurthy, 2010). Una vez dentro de
las células, el cis-Pt se convierte en un compuesto electrofilico potente; capaz de
formar enlaces cruzados con el ADN o con las proteinas.

El cis-Pt ingresa a las células tanto por difusion pasiva como mediante
proteinas transportadoras que se encuentran en la membrana celular, como las
trasportadoras de cobre 1 y 2, ATPasas ATP7A y ATP7B, la proteina
transportadora de cationes organicos 2 y la transportadora de extrusion
multidrogas 1 (Ciarimboli, 2012). Después de que ingresa dentro de las células, el
cis-Pt se hidroliza perdiendo sus atomos de cloro y forma acuoespecies
electrofilicas [Pt(NH3)2CI(OH2)]* y [Pt(NH3).CI(OH2)2]** que reaccionan con el
ADN. Estas acuoespecies forman uniones covalentes con el ADN, principalmente
con las purinas, debido a que contienen un anillo imidazol altamente nucleofilico.

El cis-Pt reacciona preferentemente con el N’ de la guanina y la adenina; lo que
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puede producir aductos mono y bifuncionales, estos pueden formar enlaces
cruzados intracadena o intercadena, asi como ADN-proteina. Siendo en su
mayoria, enlaces cruzados intracadena (aproximadamente el 90 %), que pueden
ser cCis-Pt(NH3)2-d(GpG) y cis-Pt(NH3)2-d(ApG), o cis-Pt(NH3)3-d(GpTpG). A
pesar de que se forman en menor cantidad los enlaces cruzados intercadena cis-
Pt(NH3)d(GpC)d(GpC), hay estudios que indican que podrian ser los causantes
del efecto citotoxico del cis-Pt (Wozniak y Blasiak, 2002).

La presencia de enlaces cruzados distorsiona la estructura de la doble
hélice desestabilizandola, con lo que se afecta la trascripcion y la replicacion
produciéndose rupturas de cadena sencilla y doble en el ADN y errores en la
codificacion. Estas lesiones pueden repararse, pero si esto no sucede entonces
pueden ser mutagénicas o letales (Lenhert, 2015). Se ha reportado que el cis-Pt
también produce ERO, las cuales pueden disparar la muerte celular (Brozovic et
al., 2010).

La quimioterapia con cis-Pt ha mostrado efectos tdxicos en los pacientes
como: hepatotoxicidad, nefrotoxicidad, cardiotoxicidad, neurotoxicidad y dafo
hematoldgico, asi como resistencia adquirida en el curso de la terapia, estando
relacionados algunos de estos efectos con las dosis altas de cis-Pt utilizadas
(Dasari y Tchounwou, 2014). Existe evidencia del efecto radiosensibilizador del
cis-Pt en sistemas in vitro e in vivo (Gorodetsky et al., 1998; Yapp et al., 1998;
Zhang et al., 2011). Sin embargo, a pesar de su uso en la préactica clinica, hay
incertidumbre sobre su capacidad radiosensibilizadora. Existen reportes en los
gue se observa efecto aditivo entre el cis-Pt y la radiacion (Lambin et al., 1993),

en otros efecto sinérgico (Liu et al., 2014) e inclusive no han encontrado efecto
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(Mokaleng y Akudugu, 2009). Dolling y coautores (1998), encuentran una
respuesta celular diferencial, dependiendo de la dosis de cis-Pt y del intervalo
entre su administracion y la radiacion. La respuesta variable también se ha
observado en protocolos de tratamiento clinico (Eapen et al., 2004; Quon et al.,
2011). Un factor que puede ser fundamental en la respuesta, es la relacion de las
dosis de cis-Pt y radiacién. En estudios in vitro, los tratamientos que han mostrado
efecto sinérgico involucraron dosis de ambos agentes en las que per se, no
producen citotoxicidad (Seiwert et al., 2007).

Se ha determinado en plasmidos que contenian aductos de platino, que los
electrones de baja energia producidos por la RI, aumentan de manera
preferencial la formacion de rupturas de doble cadena y enlaces cruzados
intercadena (Rezaee et al., 2013). Asi también que los € 4 y los radicales *OH
incrementan la formacion de rupturas de cadena sencilla y de cadena doble en el
ADN en una relacién de 1.9 y 2.2 respectivamente, con respecto a los plasmidos
no modificados e irradiados (Rezaee et al., 2013). Se ha observado en cultivo de
células NSCLC y en un modelo xenografico, que la combinacion de cis-Pt y
radiacion incrementa el efecto de la radiacion; aumentando la muerte celular
mediante apoptosis y autofagia (Liu et al., 2014). También se ha propuesto, que el
efecto sinérgico del cis-Pt puede deberse a que una vez que modifica al ADN, se
puede incrementar el dafio producido por la radiacion o causar inhibicion de la
reparacion (Seiwert et al., 2007).

El mecanismo mediante el cual el cis-PT aumenta el efecto de la radiacion
no se ha establecido completamente y adn se encuentra en investigacion

(Shirmann et al., 2018).
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La importancia de hacer estudios sobre los posibles mecanismos
involucrados en el efecto radiosensibilizador del cis-Pt, utilizando dosis bajas de
ambos agentes, es la de proporcionar informacién que ayude en el disefio de

mejores estrategias en los protocolos terapéuticos.

1.5 Modelos preclinicos utilizados en la evaluaciéon de radiosensibilizadores

Los estudios preclinicos son herramientas esenciales en la investigacion
del cancer, siendo utilizados también en el estudio de los radiosensibilizadores
(Citrin y Mitchel, 2014). Entre éstos estudios se encuentran los ensayos in vitro,
gue son un modelo experimental ampliamente utilizado para determinar el efecto
genotoxico y citotoxico de algunos agentes y también es utilizado para determinar
el efecto radiosensibilizador. Principalmente se utilizan los ensayos clonogénicos
de supervivencia, en donde se mide la capacidad proliferativa de células
individuales. Una ventaja adicional de éste ensayo, es la manipulacién molecular
para establecer la relacién entre un agente y el posible blanco que permita el
efecto radiosensibilizador. Con este modelo se pueden hacer comparaciones
entre lineas celulares tumorales y células normales (Kahn et al.,, 2012). Sin
embargo las dosis y los tiempos de exposicion de los estudios in vitro, no son
equivalentes a lo que sucede en un organismo integro.

La mayoria de los estudios in vivo se han realizado en xenotransplantes, en
los cuales se implantan subcutdaneamente células tumorales en la pierna del
roedor; lo que permite la irradiacion del tumor sin la exposicion de oOrganos

importantes. Después de la implantacion se deja que el tumor crezca en un
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volumen medible y entonces se inicia la terapia durante la cual se determina el
volumen del tumor durante 2 o 3 semanas (Kahn et al., 2012).

El conocimiento de la via o vias de accion de un radiosensibilizador puede
determinar su uso en la practica clinica. En esta tesis se considera que el analisis
de las consecuencias genotoxicas, esto es, la produccion de micronucleos (MN)
en los reticulocitos (RET) en funcion del tiempo, y las consecuencias citotoxicas,
como lo es la reduccion en la frecuencia de RET en funcion del tiempo producidas
por el tratamiento con BrdU o cis-Pt, podria proporcionar una aproximacion in vivo
para caracterizar su forma de accion. Por esto, es importante estudiar sus efectos,
en el organismo vivo y en funcion del tiempo, mediante la cinética de induccion de
RET-MN, lo que permitira establecer si producen radiosensibilizacion, la
magnitud, su probable via o si sélo alteran, por ejemplo, el curso de la divisién

celular.

2. ANTECEDENTES

2.1 Del ensayo de microndcleos para determinar dafio en el ADN a los

estudios genotoxicocinéticos y citotoxicocinéticos

Los MN, son pequefios cuerpos de cromatina que pueden ser derivados de
fragmentos cromosomicos o de cromosomas completos, que no se incorporan
dentro del ndcleo principal en alguna de las células hijas al terminar la division

celular; también son conocidos como cuerpos de Howell-Jolly.
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La induccién de MN es un indice probado del dafio ADN; que ha permitido
estimar el potencial genotoxico de agentes que alteran el proceso de la
segregacion de los cromosomas en la division celular (aneuploidégenos) o que
inducen rupturas en el ADN (clastogenos).

Para discernir si los MN son causados por efecto clastogénico o
aneugeénico se puede utilizar un anticuerpo anticinetocoro; también se pueden
detectar regiones centroméricas mediante florescencia de hibridizacién in situ; en
ambos casos, la ausencia de fluorescencia indicaria que los MN son causados
por rupturas en el ADN (Krishna et al.,, 2000; Mateuca et al., 2006). Los MN con
fluorescencia negativa al anticuerpo contienen fragmentos de cromosomas, son
acéntricos y pueden ser el resultado de rupturas de doble cadena en el ADN
causadas de manera directa; o por la conversion de rupturas de cadena sencilla
en rupturas de doble cadena que no son reparadas o que lo son de manera
ineficiente (Mateuca et al., 2006; Fenech et al., 2011). Los MN con fluorescencia
positiva al anticuerpo pueden formarse por la replicacion tardia; y pueden incluir
solamente una cromatida o el cromosoma completo; también pueden formarse
por hipometilacion de secuencias repetitivas en el ADN centromérico o
pericentromérico; o por defectos que pueden ser tanto en las proteinas del
cinetocoro, como del huso acromatico o en los puntos de control durante la
anafase (Mateuca et al., 2006; Fenech et al., 2011). Para que se formen los MN
independientemente de su origen, su cromatina tiene que ser envuelta por una
membrana (Fenech et al., 2011).

En sistemas in vivo, la determinacion de MN generalmente se hace en

eritrocitos de roedores. Debido a que se demostré que las células de la médula
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Osea y las de sangre periférica de ratbn son equivalentes en sensibilidad
(MacGregor et al, 1980), Morales-Ramirez y coautores (2014), han analizado
sistematicamente la induccién de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPC-
MN) en funcion del tiempo (genotoxicocinética), a partir de muestras pequefas de
sangre de la cola, sin sacrificar al animal. También en el mismo sistema, la
reduccion de la frecuencia de eritrocitos policromaticos (EPC) permite establecer
la citotoxicidad en funcion del tiempo (citotoxicocinética). Cabe sefialar que los
MN detectados en los EPC también denominados RET en la circulacion
sanguinea, son producto de la accién de agentes aneuploidégenos o clastégenos
sobre los normoblastos de la médula 6sea. Los RET son eritrocitos jévenes por lo
que los MN que se encuentran en ellos pueden ser atribuidos al tratamiento

reciente (Kuramochi et al., 1992; Morales-Ramirez et al., 1994; 1996; 1997).

2.2. La genotoxicocinética y la citotoxicocinética como estrategia para
caracterizar el mecanismo de accibn de agentes antineoplasicos y

radiosensibilizadores in vivo

Las interacciones entre agentes y su accion en el organismo integro es un
proceso dinamico, por lo que los estudios a tiempo fijo pueden conducir a obtener
conclusiones diferentes. Un caso documentado fue el de la clorofilina, la cual se
habia reportado que tenia efecto radioprotector (Abraham et al., 1994). Sin
embargo, en un estudio en el que se determind su efecto mediante el area bajo la
curva (ABC) de induccién de EPC-MN en funcion del tiempo, como indicador de

dafio integral; se observé que no habia diferencia significativa entre los grupos
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irradiados pretratados o no con clorofilina; aunque la forma de la curva fue
diferente (Figura 3). También en el mismo estudio se podian obtener diferentes
conclusiones; comparando las curvas de los grupos irradiados pretratados o no
con clorofilina, a las 20 y 30 h, se podia observar efecto radioprotector del 100 %
y 50 %, respectivamente, a las 40 h, no habia efecto, e incluso a las 50 h
resultaba que la clorofilina podia tener efecto radiosensibilizador (Morales-
Ramirez et al., 1996). Esta observacion dio la alerta sobre la importancia de

hacer el andlisis cinético en lugar de la determinacién a tiempo fijo.
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Figura 3. Cinética de induccion de EPC-MN producida por

clorofilina, radiacion y clorofilina + radiacion, en eritrocitos de sangre

periférica de ratén in vivo (A partir de Morales-Ramirez et al., 1996).

El andlisis de la cinética de induccion de EPC-MN, abri6 la posibilidad de
obtener informacion sobre las formas de accidén entre diferentes tipos de agentes
(Morales-Ramirez et al.,, 1998; 2004a; 2004b; 2008; 2017; Morales-Ramirez y

Vallarino-Kelly, 1999; Vallarino-Kelly y Morales-Ramirez, 2001). Algunos de ellos
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pueden inducir MN en diferentes ciclos de division, o tener dos o mas
mecanismos de induccion de EPC-MN, esto evidenciado por la presencia de mas
de un pico (Figura 4), como el caso de la bis-cloroetilnitrosourea (BCNU) y la
azacitidina (aza-C); e incluso la dosis puede determinar que un agente produzca
uno o mas picos de induccion de MN, como es el caso del busulfan (BUS)

(Morales-Ramirez et al., 2004b).

MOP 329

50 (mmola/Kg)
2 3 MMC 3
1% é cis-Pt 0.9
' ] Ll T T d |
1
O g g BUS 60
Ll-l L A 1
8 %3 1 1 1 T
S 1;: 3 BUS 80
'2- 0 3 T T
= gg 3 BCNU 35
Q — ——
w 120 3

MNU 10
3 . T - n
28
21
3 ENU 214
0 1 ' T T T T —
0 20 40 60 80

Tiempo (h)

Figura 4. Perfiles de las curvas de frecuencia de EPC-MN inducidos por
diferentes agentes alquilantes bifuncionales (Morales-Ramirez et al., 2004a).

Ademas, la determinacion del area bajo la curva de induccién de RET-MN
con respecto al tiempo, nos permite tener un indice mas robusto de la
genotoxicidad de los agentes. Se pueden incorporar otros indices Utiles como el

tiempo de induccidbn maxima, que permite distinguir el o los tiempos a los que la
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induccion de MN se esta expresando, o tiempo relativo de maxima induccion
(Trmi), definido como la diferencia en horas entre el tiempo de induccion maxima
causado por la Rl y el tiempo de induccion maxima de los diferentes agentes. Se
tomd como referente la radiacion gamma, porque su accién es muy directa y no
hay influencia de la farmacocinética (Morales-Ramirez et al., 2014). Los
resultados con los agentes probados con este indice (Figura 5), muestran que los
aneuploidégenos causan el menor retardo, posiblemente porque la via de
induccion ocurre en las células que se encuentran en la ultima mitosis; seguidos
por los agentes alquilantes mono y bifuncionales que inducen rupturas en el ADN
durante la reparacion. Los agentes que tienen mecanismos complejos como la
aza-C muestran un retardo mayor, ya que tienen que incorporarse al ADN en
donde forma un mega-aducto con la ADN metil transferasa; o la MNU que genera
rupturas en el ADN a través de la reparacion de aductos que simulan errores de
apareamiento. Finalmente los agentes que requieren activacion metabdlica en el
higado como la ciclofosfamida (CP) presentaron el mayor retraso (Morales-
Ramirez et al., 2014).

También se establecié que una lesion determinada, puede generar una
cinética especifica de formacién de EPC-MN, como es el caso de la O°-
cloroetilguanina, que es producida con el tratamiento simultaneo de la BCNU y la
O°®-benzilguanina. Se observéd, que con el tratamiento simultdneo se produjo
incremento en la inducciéon de EPC-MN, y retardd en el tiempo de induccion
maxima de EPC-MN con respecto al inducido solamente por BCNU (Morales-

Ramirez et al., 2010). Con estos andlisis, se ha podido establecer que la cinética
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de inducciéon de MN es variable, ya que es dependiente de la naturaleza del

agente y de su forma de accion.

T—= DMN
14 _ Promutagenos
—=& CP
12 - Lesiones que mimetizan errores
—8 }NU } de apareamiento
10 S _ _
& a7aC } Antimetabolitos
i
S 8_
e s MMC
- 1 BCNU Agentes alquilantes
= 6 8 cisPt Bus 9 9
—=& ENU
L w UNC |

4 _—% Col

Agentes aneugenicos

24 = \\B

Figura 5. Tiempo relativo de maxima induccién (Trmi)
de diversos agentes (Morales-Ramirez et al., 2017).

La induccién de MN comprende varias etapas; las cuales van a afectar su
cinética de induccién y son: i) la farmacocinética del agente inductor, desde que

se administra al organismo, hasta que se internaliza a la célula blanco; ii) la via de
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produccion de rupturas en el ADN, que pueden ocurrir por los diversos

mecanismos de reparacion celular vy, iii) la formaciéon de MN durante la anafase

(Figura 6).
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Figura 6. Etapas que afectan la cinética de induccion de MN.

Otro indice muy importante que se puede obtener en las mismas muestras
y que permiten evidenciar la accion de los agentes; es el indice de citotoxicidad,
que es la reduccion en la frecuencia de EPC. Este indice al medirse en funcion
del tiempo permite establecer la citotoxicocinética.

Utilizando como estrategia el analisis de la cinética de induccion de EPC-
MN en funcion del tiempo, se pueden hacer inferencias para determinar la via de
formacion de MN; el posible mecanismo de formacion de rupturas en el ADN vy,

por ende, del MN; ademas, si esto es debido a uno o varios mecanismos e
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inclusive si requiere de activacion metabolica. Este tipo de andlisis le da una
fuerza analitica mayor al ensayo de MN, que la simple determinacién de induccion
de MN a tiempos fijos, propuesta en los protocolos estandarizados para este
ensayo en eritrocitos de mamifero; con los que se puede obtener una
subestimacion de la respuesta (OECD 2014; Morales-Ramirez et al., 2017).

Las ventajas analiticas de este sistema, permitieron considerar la
conveniencia de ampliar el campo de estudio al efecto de agentes
radiosensibilizadores, ya que sobre algunos de ellos se ha reportado una accion
sensibilizadora a la radiacion en diferente grado y consistencia.

En un estudio preliminar, sobre la posibilidad de usar para la ablaciéon de la
médula 6sea, la accién conjunta de la BrdU como radiosensibilizador y el *>3Sm-
etilendiaminotetrametilenfosfonato (***Sm ) como radiofarmaco que se ubica en
hueso; se observo que la BrdU radiosensibiliza a las células de la médula 6sea.
Los autores reportaron que en el ADN sustituido con BrdU se formaba una lesion
letal inducida por el ***Sm, que no fue reparada facilmente y no permitio la division
celular y la formacion de MN (Figura 7) (Morales-Avila et al., 2010).

Los estudios antes mencionados en los que se utiliza esta estrategia de
andlisis se hicieron mediante microscopia optica. En el presente estudio se
considerd la conveniencia de hacer el andlisis con citometria de flujo, lo que
representa un analisis mas robusto de las frecuencias de RET y RET-MN. Debido
a que se pueden analizar una cantidad mayor de RET, lo que le da mayor fuerza

analitica y estadistica (Dertinger et al., 2007).
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Figura 7. Efecto genotoxico (a) y citotoxico (b), del pretratamiento con BrdU
sobre el dano producido por el '3 Samario (Morales-Avila et al., 2010).

3. JUSTIFICACION

La determinaciéon de la genotoxicocinética y la citotoxicocinética in vivo,
midiendo la frecuencia de RET-MN y RET respectivamente, es un analisis mas
robusto que da una vision mas precisa de lo que esta ocurriendo en el organismo
integro. Esta estrategia permitira la estimacion del efecto radiosensibilizador de la
BrdU y del cis-Pt; asi como hacer una aproximacion al posible modo de
interaccién de estos agentes con la radiacién. Esto en contraposicion con los
ensayos in vivo a pocos tiempos fijos, que sélo dan un bosquejo de un proceso
complejo y dinamico, lo que puede dar una subestimacion de la respuesta.
También en los estudios in vitro, las concentraciones y los tiempos de exposiciéon
no son equiparables con lo que sucede en condiciones in vivo y que en el mejor

de los casos, solo dan una vision de lo que sucede a nivel celular.
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La propuesta implicita en ésta tesis, es que a través de la determinacion de
la aparicion de RET-MN en funcién del tiempo in vivo, se puede lograr establecer
la forma de como la BrdU y el cis-Pt afectan la cinética de induccion de dafio al
ADN causado por la radiacion, e implicitamente la respuesta que tienen las
células.

Ademas, este sistema tiene ventajas metodoldgicas, como el poder tomar
muestras antes del tratamiento para que cada organismo sea Su propio testigo;
realizar el muestreo secuencial sin sacrificar ratones a cada tiempo y el requerirse
muestras pequefias de sangre.

Los estudios de radiosensibilizacion se haran en las células de la médula
0sea, las que tienen cierta similitud con las células cancerosas, al estar en
proliferacion celular continua. Esta condicién se aprovecha para el disefio de las
estrategias antineoplasicas, ya que las células en proliferacion son mas sensibles
a los tratamientos que interfieren con la division celular. La respuesta solo se
medira en la ultima divisiébn del normoblasto, monitoreando la frecuencia de MN
en los RET resultado de su ultima division.

El conocimiento generado podria ser la base para el disefio de protocolos

de RT.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Permitira el analisis genotoxicocinético y citotoxicocinético determinar la

actividad radiosensibilizadora y evidenciar la forma de accion de la BrdU y del cis-

Pt?
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5. HIPOTESIS

El analisis genotoxicocinético y citotoxicocinético permitird determinar la
actividad radiosensibilizadora y evidenciar la forma de accion de la BrdU y del cis-

Pt, en normoblastos de raton in vivo.

6. OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad de dosis bajas de BrdU y cis-Pt sobre la
radiosensibilizacion a dosis bajas de radiacion, y caracterizar su forma de accion

en células de la médula 6ésea en ratones in vivo.

6.1 Objetivos Particulares

1.- Determinar cuéles son la dosis y el tiempo adecuado de administracién de
BrdU o cis-Pt para establecer su posible efecto radiosensibilizador. Las dosis
adecuadas definidas seran aquellas que per se, no producen demasiada geno- o
cito-toxicidad, ya que en caso contrario podria enmascararse el efecto

radiosensibilizador.

2. Determinar el efecto de la incorporacion de BrdU sobre la induccion de
dafo al ADN por radiacion en células de la médula 6sea, mediante electroforesis

unicelular en gel.

35

Pt
A\



3.- Determinar el efecto del pretratamiento con BrdU o con cis-Pt sobre las
cinéticas de induccion de MN y de citotoxicidad por radiacibn gamma, mediante el

analisis geno- y cito-toxicocinético en normoblastos.

7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Protocolos

7.1.1 Electroforesis unicelular en gel

7.1.1.1 Bromodesoxiuridina

Una de las principales diferencias entre las células de la médula 6sea y los
leucocitos, es que en el primer tipo celular un porcentaje significativo de ellas se
encuentran en la fase S; debido a que tienen que estar en proliferacién celular. Lo
anterior se hace evidente con la electroforesis unicelular en gel (EUG) también
conocida como ensayo cometa. Con este ensayo se observa un porcentaje
significativo de células con cauda; lo que muy probablemente representa los
fragmentos de Okasaki en las células de la médula 0sea. En tanto que en los
leucocitos, que se encuentran en la fase GO, el porcentaje de células con cauda
es substancialmente menor porque en ellos ya no ocurre la division celular.

En este experimento preliminar se comparo el tamafio de la migracion de la
cauda en células de la médula 6sea y en leucocitos de sangre periférica de

ratones que no recibieron tratamiento (testigo). El objetivo fue determinar el
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impacto de la proliferacién celular sobre el tamafio de la migracién de la cauda,
entre células en constante proliferacion celular y células en GO. Adicionalmente se
determind el limite en la migracién de la cauda para distinguir entre las células
dafiadas y las no dafiadas por los tratamientos; asi como comparar el grado del
dafio. Por consiguiente, la comparacion del promedio de células no dafadas y
dafiadas permitiria determinar si se incrementa la sensibilidad con la

incorporacion de BrdU en el ADN.

Protocolo A

Comparacién de grupos testigo de células de la médula 6sea y leucocitos

de sangre periférica de raton.

Se formaron dos grupos de 5 ratones cada uno, sin tratamiento para que

fueran grupos testigos.

Médula ésea: 5 ratones fueron sacrificados por dislocaciéon cervical, se

disect6 un fémur y se obtuvieron las células de la médula 6sea.

Leucocitos de sangre periférica: Se colectaron muestras de sangre de la

cola de 5 ratones.
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Protocolo B

Determinacion del efecto de la radiacion gamma en ratones pretratados

con BrdU mediante EUG

Se formaron cuatro grupos de 5 ratones cada uno, que recibieron los
siguientes tratamientos: BrdU + Radiacién; BrdU; Radiacion; ademas de un grupo
Testigo: En donde el tiempo cero es el tiempo de la administracion de la BrdU

(Figura 8):

Grupo experimental (BrdU + Radiacién): Se administr6 mediante una
inyeccion intraperitoneal (IP), una dosis 0.125 mg/g de peso corporal de BrdU
previamente adsorbida a carbén activado 24 h antes de que los animales fueran
expuestos a 0.5 Grays (Gy) de radiacion gamma. Treinta minutos después de la

irradiacion se colectaron las células de la médula 6sea.

Grupo BrdU: La BrdU fue administrada mediante una inyeccion IP de 0.125
mg/g de peso corporal previamente adsorbida a carbon activado al tiempo cero.
24 h después de la administracion de BrdU; se colectaron las células de la médula

Osea.

Grupo irradiado: Los animales fueron expuestos individualmente a 0.5 Gy
de radiacion gamma. Treinta minutos después de la irradiacion se colectaron las

células de la médula 6sea.
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Grupo testigo: Se colect6 la médula 6sea de ratones no tratados a las 24 h.

Brdu RADIACION
[ Z [
1SS 7 L ' Tiempo (h)
0 24 245
Cosecha
BrdU
[ ////
' t Tiempo (h)
0 24
Cosecha
RADIACION
[]
N4 "‘ Tiempo (h)
0 24 245
Cosecha
TESTIGO
t Tiempo (h)
0 24
Cosecha
Figura 8. Protocolo B, determinacion del efecto de la
Radiacién gamma en ratones pretratados con BrdU,
mediante EUG
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7.1.1.2 Cisplatino

Protocolo C

Cinética de induccion de dafio al ADN producido por cis-Pt

Para determinar el tiempo entre los tratamientos (cis-Pt y radiacion), se
consider6é que el tiempo adecuado seria cuando la administraciéon del cis-Pt
causara efecto genotoxico significativo (p<0.5), como indicio de que habia
arribado a la célula. Lo que se hizo mediante el analisis de la cinética de induccion
de dafo producida por cis-Pt en leucocitos de raton in vivo.

Se form6 un grupo de 5 ratones y se les administro el cis-Pt (0.93
pmoles/Kg) mediante una inyeccion IP. Se tomaron muestras de sangre de la cola
antes del tratamiento para determinar la frecuencia basal y a los 2, 10, 20, 40, 60,

80, 120, 160, 180 min (Figura 9). Las muestras fueron analizadas mediante EUG.

Figura 9. Protocolo C, determinacion de la cinética de induccién de
dafio al ADN producido por cis-Pt.

muestras

ey o1l
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7.1.2 Ensayo de Micronucleos

7.1.2.1 Bromodesoxiuridina

Protocolo D

Determinacion de la cinética de induccion de MN y de citotoxicidad por

radiacion gamma en RET de ratones pre-tratados con BrdU

Se integraron tres grupos de 5 ratones cada uno con los siguientes
tratamientos: BrdU + Radiacion; BrdU; Radiacion: Se tomd una muestra a los
ratones antes de cada tratamiento para que fuera su testigo. Se consider6 el

tiempo cero inmediatamente antes de la exposicion a la radiacion (Figura 10).

Grupo experimental (BrdU + Radiacion): Se administré mediante una
inyeccién IP, una dosis de 0.125 mg/g de peso corporal de BrdU, previamente
adsorbida a carbén activado 24 h antes de que los animales fueran expuestos a

0.5 Gy de radiaciéon gamma.

Grupo BrdU: La BrdU fue administrada mediante una inyeccion IP de 0.125
mg/g de peso corporal previamente adsorbida a carbén activado, 24 h antes del

tiempo cero.
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Grupo irradiado: Los animales fueron expuestos individualmente a 0.5 Gy

de radiacion gamma.

Se tomaron muestras de 25 pl de sangre de la cola 25 h antes de los
tratamientos para determinar la frecuencia basal y 30 min antes del tiempo cero y
después cada 8 h hasta completar 72 h. Las muestras fueron analizadas

mediante citometria de flujo.

BrduU

H / RAD

-
V4

"ttt

25 24 (-30min) 0 8 16 24 32 40 48 56 64 72 Tiempo (h)

m1 m2 m3 méd ms m6 m7i m8 m9 mi0 mNi

Brdu

L 7

M MEEEEEREE

25 24 (om0 8 16 24 32 40 48 56 o4 72 1iempo (h)
m1 m2 m3 m4 md mb6 m7 m8 m9 m10 m11
RAD
70
Tiempo (h)
-25 (30mm0 8 16 24 32 40 48 56 64
m1 m2 m3 m4 m5 mb6 m7 m8 m9 m10 m11

Figura 10. Protocolo D, para determinar de la cinética de induccion de MN
y de citotoxicidad por radiacion gammaen RET de ratones pre-tratados con
BrdU.
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7.1.2.2 Cisplatino

Protocolo E

Determinacién de la cinética de induccién de MN y de citotoxicidad por radiacién

gamma en RET de ratones pre-tratados con cis-Pt.

Se integraron tres grupos de 5 ratones cada uno con los siguientes
tratamientos: cis-Pt + Radiacion; cis-Pt; Radiacion. Se tom6 una muestra a los
ratones antes de cada tratamiento para que fuera su testigo. Se considerd el

tiempo cero inmediatamente antes de la exposicion a la radiacion (Figura 11).

Grupo experimental (cis-Pt + Radiacion): Se administré una dosis 1.0
pumol/Kg de peso corporal cis-Pt 40 min antes de que los animales fueran

expuestos a 0.5 Gy de radiacion gamma.

Grupo cis-Pt: Se administr6 una dosis 1.0 umol/Kg de peso corporal cis-Pt

40 min antes del tiempo cero.

Grupo irradiado: Los animales fueron expuestos individualmente a 0.5 Gy

de radiacion gamma.

Antes de los tratamientos se tomd una muestra para determinar la

frecuencia basal. Después de la irradiacion se tomaron muestras de sangre de la
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cola cada 8 horas durante 72 horas. Las muestras fueron analizadas mediante

citometria de flujo.

cis-Pt
RAD
ﬂ//// |
1 rtrtr1rrt111
-1 (-40 min) 0 8 16 24 32 40 48 56 64 T2 Tiempo ()
m1 m2 m3 méd md m6 m7 m8§ m9 mil
cis-Pt
e
| rrrtrrtrtrt1rt
-1 (-40 min) 0 8 16 24 32 40 48 56 64 T2 Tiempo (h)
m1 m2 m3 méd mb m6 m7 m8 m9 m10
RAD
71
1 Tttt
iempo (h)
-1 0 8 16 24 32 40 48 96 64 72
m1 m2 m3 md md> mé m7 m8 m9 m10
Figura 11. Protocolo E, para determinar de la cinética de induccion de MN y de
citotoxicidad por radiacion gammaen RET de ratones pre-tratados con cis-Pt.

7.2  Agentes quimicos

Los agentes quimicos utilizados en los experimentos fueron adquiridos de
las siguientes marcas comerciales: Gibco BRL (Gaithersburg, MD, USA): agarosa
y agarosa de punto de fusion bajo (APFB); Sigma Chemicals (St. Louis, MO,

USA): BrdU, cis-Pt, Tris, cloruro de sodio, N-lauril sarcocinato de sodio,
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dimetilsulféxido, cloruro de potasio, EDTA, Triton X-100, hidréxido de sodio,
bromuro de etidio (BrEt); MP Biomedicals (France): ribonucleasa A (RNasa),
loduro de propidio; y BD Pharmingen: anticuerpo CD71 conjugado con isoticianato

de fluoresceina FITC (anti-CD71-FITC).

7.3 Animales

Se emplearon ratones machos de 2 a 3 meses de edad, de la cepa ICR,
con un peso promedio de 30 g, mantenidos bajo condiciones controladas de
periodos de luz, temperatura (22°C), circulacion de aire, alimentados con
comprimidos de purina y agua ad libitum (Purina Lab. Chow).

Los protocolos fueron revisados y aprobados por el comité interno del
Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares para el cuidado y uso de animales
de laboratorio (CICUAL), el cual supervisa la ética de la investigacion en donde se

involucra el uso de animales.

7.4  Administracion de la bromodesoxiuridina y del cisplatino

7.4.1 Bromodesoxiuridina

La dosis se determind en base a estudios previos (Morales-Avila et al.,

2010). La BrdU previamente adsorbida a carbon activado (Morales-Ramirez,

1980), se administr0 mediante una inyeccion IP a la dosis indicada en los

protocolos. Como referencia esta dosis representa 1/10 parte de la requerida para
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obtener la tincion diferencial de las cromatidas hermanas en las células de la
médula 6sea, bajo las mismas condiciones de administracién (Morales-Ramirez et

al., 1984a).

7.4.2 Cisplatino

La dosis se determind en base a estudios previos (Morales-Ramirez et al.,

2004a). El cis-Pt se administr6 mediante una inyeccion IP de una suspension

acuosa a una dosis de 0.93 pmoles/Kg (EUG) o 1.0 umol/Kg de peso corporal

(cinética de induccién de RET-MN).

7.5 Irradiaciéon

Los ratones fueron irradiados en el Gamacell que es una fuente de cobalto

60 (*°Co). A una dosis aguda de 0.5 Gy. La dosis fue comprobada con dosimetros

termoluminiscentes (DTL) de Lif: Mg.CuP + PTFE.

7.6  Procesamiento de las muestras

7.6.1 Preparacion y andlisis de las muestras para electroforesis unicelular

en gel

46

Pt
A\



7.6.1.1 Sangre periférica

Para obtener las muestras de sangre periférica, los ratones fueron puestos
en tubos de plastico para inmovilizarlos con la cola extendida. Se corté un
pequefio fragmento del extremo de la cola y se tomaron dos muestras de 4 pl de
sangre, que se pusieron en un tubo para microcentrifuga que contenia 1 ml de

solucién de Hank.

7.6.1.2 Médula 6sea

Los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical, un fémur fue
disectado y se obtuvieron las células de la médula 6sea por arrastre con una
inyeccion de 0.5 ml de solucion de Hank a 37°C. De ésta suspension celular se
tomaron 15 ul y se transfirieron a un tubo para microcentrifuga conteniendo 1 ml
de solucion de Hank fria. Las células fueron procesadas mediante la EUG
previamente reportada con algunas modificaciones (Singh et al., 1988; Eriksson y

Nygren, 1995).

7.6.2 Electroforesis unicelular en gel

Una limitante que tenia la EUG para determinar el efecto radiosensbilizador
de la BrdU en células de la médula 6sea in vivo, lo constituia las rupturas que se
generan durante la sintesis del ADN (fragmentos de Okasaki), y que aumentan la

frecuencia basal de células con cauda (cometas). Estos fragmentos no pueden
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distinguirse de las rupturas inducidas en el ADN por algan agente como podria ser
la radiacion.

Se propuso que el efecto sinérgico podia incrementar el nUmero de células
con cauda, asi como la longitud de las mismas; lo que podria permitir distinguir los
fragmentos producidos durante la sintesis del ADN per se, de los fragmentos
causados por el tratamiento con radiacion en las células en proliferacion.

Se utiliz6 la EUG también conocida como ensayo cometa en su version
alcalina, descrita previamente (Singh et al., 1988) con algunas modificaciones
(Eriksson y Nygren, 1995). Brevemente: Las muestras de células de la médula
O0sea o de leucocitos de sangre periférica contenidas en solucion de Hank, se
centrifugaron por 10 min a 2500 rpm, después de lo cual se elimin6 el
sobrenadante. El paquete celular se resuspendio en 75 ul de APFB al 0.5% y se
coloco sobre un portaobjetos cubierto con agarosa de alto punto de fusién. A las
laminillas se les colocd un cubreobjetos y se metieron al refrigerador durante 5
min, ya solidificada la capa de agarosa con las células, se les quitd el
cubreobjetos y se les aplico la ultima capa de 75 ul de APFB. Después se les
puso un cubreobjetos encima y se refrigeraron durante 5 min. Transcurrido el
tiempo se les quitd el cubreobjetos por deslizamiento y se sumergieron en
solucion de lisis a 4 °C por 1 h. Posteriormente, las laminillas se retiraron con
cuidado del refrigerador y se colocaron en la cAmara de electroforesis. La camara
se llen6 hasta que el nivel cubri6 completamente las laminillas con buffer alcalino
para electroforesis a 4 °C preparado recientemente. Las laminillas se dejaron
sumergidas en este buffer durante 40 min, para permitir el desenrollamiento del

ADN vy la expresion del dafio sensible al alcali. Posteriormente se hizo el
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corrimiento electroforético a 25 volts y 300 miliamperios durante 40 min. Al
término del tiempo las laminillas se enjuagaron con buffer de neutralizacion y se

escurrieron.

7.6.2.1 Analisis de las laminillas

Las laminillas se tifieron con 70 pl de bromuro de etidio, y se analizaron con
el objetivo de 25X, en un microscopio de fluorescencia equipado con un filtro de
excitacion de 515-560 nm y un filtro de barrera de 590 nm. Se utilizé el programa

Comet IV (Perceptive Instruments).

7.6.2.1.1 Frecuencia basal de rupturas en el ADN de

leucocitos de sangre periférica y en células de la médula 6sea

En leucocitos de sangre periférica y en células de la médula 6sea se
determind la frecuencia basal de células que tienen rupturas en el ADN,
considerando la migracién de la cauda en rangos. El analisis se hizo en 2

laminillas por cada muestra en 50 células de cada laminilla.
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7.6.2.1.2 indice de dafio al ADN en leucocitos de

sangre periférica y en células de la médula 6sea

Leucocitos de sangre periférica: El dafio al ADN se determiné considerando
el porcentaje de células con cauda en 2 laminillas por cada muestra en 300

células por cada laminilla.

Células de la médula ésea: Para distinguir los fragmentos de ADN
inducidos por los tratamientos (rupturas) de los fragmentos causados durante la
sintesis del ADN (fragmentos de Okasaki), las células se agruparon considerando

la migracién de la cauda en rangos de 20 micras.

7.6.3 Analisis de los RET-MN mediante citometria de flujo

El citometro de flujo (CF) es un instrumento analitico con el que se mide la
emision de fluorescencias y la dispersion de luz producida por células o particulas
microscopicas suspendidas en liquido. La ventaja analitica de la citometria de
flujo, es la posibilidad de hacer mediciones cuantitativas y multiparamétricas en un
namero grande de células. Lo que permite aumentar la fortaleza estadistica para
definir las propiedades de una poblacion celular o de las subpoblaciones que la

componen.
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7.6.3.1 Obtencion, fijacion y marcaje de muestras para el analisis

celular en el citometro de flujo

Se tomaron muestras de 25 ul de sangre de la cola de los ratones y
se fijaron en 2 ml de metanol a -75° C. En el manual Litron MicroFlow Mouse
(2012), indican la técnica de fijacion correcta (Figura 12). La muestra no debe
tocar el metanol ultrafrio; no se debe depositar la muestra muy alejada del
metanol; la punta de la pipeta que contiene la muestra no debe tocar las paredes
del tubo. El seguimiento de estas recomendaciones hara que la muestra no se
congele antes de entrar en contacto con el fijador y que pueda fijarse
correctamente. Ademas, el tubo que contiene el metanol ultrafrio, tiene que estar
en agitacion continla en un vortex, para que las células se fijen en el vortice
producido y no se formen agregados celulares. La muestra tiene que depositarse
dentro del tubo a corta distancia del metanol considerando las indicaciones
anteriores. La fijacion también tiene que llevarse a cabo en el menor tiempo

posible para que no varie la temperatura del metanol.
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Figura 12. Forma incorrecta y correcta de fijar las muestras
(Manual Litron MicroFlow Mouse. Versién 090112).

Para lograr una buena fijacibn de las muestras hay que tener vasta
experiencia y habilidad para hacerlo de forma reproducible. En el caso particular
constituia un problema metodolégico y para resolverlo, se utilizé dispositivo que
consistié en un tubo eppendorf de 1.5 ml con el fondo recortado para que tuviera
la funcién de un embudo (Figura 13). Esto permitié dirigir de manera lineal la
punta de la pipeta para depositar la muestra en el centro del tubo de 4.5 ml, en
donde se formaba el vortice con la agitacion del metanol, y permitié tener la

distancia de aproximadamente 1 cm, como lo indica el manual Litron
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=
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-75°C

Figura 13. Fijacién con dispositivo, la muestra queda
depositada en el voértice formado por la agitacién del
metanol.

La utilizacién de este dispositivo asegurd la fijacion correcta del material y
el analisis en el CF de al menos el 90 % de las células, reduciéndose
notablemente la presencia de agregados celulares que impidieran el analisis de la

muestra (Figura 14).
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Figura 14. La fijacion con el dispositivo permite el analisis en el citometro de flujo
de al menos el 90 % de las células, ya que disminuye considerablemente la
presencia de agregados celulares.

Después de la fijacion, las muestras se almacenaron a a -75° C,
posteriormente fueron procesadas para su adquisicion en el CF, mediante la
metodologia previamente reportada por Dertinger y coautores (1996), con algunas
modificaciones. Se coloc6 1 ml en un tubo eppendorf y se le adicionaron 7 ml de
amortiguador de solucién salina carbonatada (BBS). Se centrifugaron durante 5
minutos a 600 g, se retird el sobrenadante dejando aproximadamente 100 pl. De
esta dilucion celular, se pusieron 25 ul en cada uno de dos tubos Falcon para
citometria, uno de los tubos contenia 80 ul de RNasa A (1 mg de RNasa/ml) para
evaluar la autofluorescencia y el otro tubo contenia también 80 ul de RNasa A (1
mg de RNasa/ml) mas 5 ul de anti-CD71-FITC para marcar a los RET.

Las muestras se incubaron en dos periodos, el primero de 40 minutos a 4

°C y el segundo de 90 min a 22 °C. Posteriormente a todos los tubos se les
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adicionaron 500 pl de BBS y se guardaron en la obscuridad a 4 °C. Las muestras
gue contenian el anticuerpo fueron tefiidas 15 minutos previos a la adquisicion de
los datos con 2 pl de ioduro de propidio (820 pg/ml), para detectar el ADN de los
MN. En la Figura 15, se muestra el marcaje de los eritrocitos, en el extremo
superior izquierdo se encuentran los RET sin MN (CD71+/IP-), a la derecha los
RET-MN (CD71+/IP+). En la parte inferior a la izquierda los eritrocitos maduros

sin MN (CD71/IP-) y a la derecha los eritrocitos maduros con MN (CD71-/IP+).

<r
o
-
o RET RET-MN
— |CD71+/IP- CD71+ /IP+
- o .
O
—
(W :
x—\_ - R2
r““ .'..,.'
O
O

101

iTds ERITROCITOS
55| - CON MN
CD 71-/ 1P+

100 101 102 103 104
Yoduro de propidio
Figura 15. Marcaje de los eritrocitos: de sangre periférica de ratén:

RET sin MN (CD71+/IP-), RET-MN (CD71+/IP+), Eritrocitos sin MN
(CD71-/IP-) y Eritrocitos con MN (CD71-/IP+).
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7.6.3.2 Andlisis y cuantificacion de los RET-MN

Las muestras se analizaron en el citometro de flujo FACSCalibur (Becton &
Dickinson, Inmunocytometry Systems), el cual est4 equipado con un laser de
argon de 488 nm. Se utilizo el programa de computadora Cell Quest para obtener
los datos de 1,000,000 eventos y el analisis se realiz6 usando el programa
WinMDI 2.9. El Anti-CD71-FICT vy el ioduro de propidio fueron detectados en los
canales FL1 y FL2, respectivamente. La regionalizacion se realiz6 de acuerdo a

Hayashi y coautores (2007).

7.7 Andlisis estadistico

Se utilizé el programa InfoStat 2014. Se hizo la prueba de Shapiro-Wilks
para determinar si los datos tenian una distribucién normal. Si los datos eran
paramétricos se utilizé la t de Student, si no eran paramétricos se utilizé Kruskall-
Wallis. Para los resultados de RET-MN se hicieron comparaciones de las
respuestas a los diferentes tiempos con respecto al valor inicial mediante la
prueba t de Student para muestras pareadas. Se consider6 como valor

significativo p<0.5.

56

Pt
A\



8 RESULTADOS

8.1 Bromodesoxiuridina

8.1.2 Electroforesis unicelular en gel

En la figura 16, se muestra la migracion de la cauda agrupada en rangos y

el porcentaje de células en cada uno de los rangos, de células testigo de

leucocitos de sangre periférica y de células de la médula 6sea de raton (protocolo

A).
100 -
90 ! [1] Leucocitos
B Bl Células de la médula ésea
80 -
! 8
w 10+ .
% -
2 60+ o]
3 50 ]
S 50-
c L 2.
8 0 |
X 30- .
1 0 20 40 60 80 100 120 140 160
20 -
10 -
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120130 140 150 160 170
Rangos de migracion de la cauda (um)
Figura 16. Migracion de la cauda agrupada en rangos vs % de
células en cada rango. Células testigo de leucocitos de sangre
periférica y células de la médula 6sea de raton.
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Se observa que el 98 % de los leucocitos tienen migracion de la cauda
principalmente en el rango de 0 a 20 um, lo que indica que las células que estan
en GO como es el caso de los leucocitos, podrian presentar migracion de la cauda
en este rango. En tanto que las células de la médula 6sea mostraron mayor
dispersion en rangos de 0 a 160 um. En donde el 75 % las células tienen pocos
fragmentos y se encuentran en el rango de migracion de 0 a 20 um, como en el
caso de los leucocitos, pero el 25 % de las células tienen rangos de migraciéon de
la cauda distribuidas desde 40 hasta 160 micras. Por lo que los fragmentos
evidenciados en estos rangos podrian ser debidos a los fragmentos de Okasaki
gue se forman durante la sintesis del ADN. Con base en estos estudios, se
establecio que la migracion de la cauda parece ser un indice que nos permite
distinguir los rangos en los que se encuentran los fragmentos inducidas por dafio
al ADN (rupturas), de los rangos en donde se encuentran los fragmentos
causados en el ADN por la sintesis; en las células de la médula 6sea que estan o
no en division celular.

En la Figura 17, se muestran las graficas de distribucion de frecuencias de
las células agrupadas en rangos de migracion de la cauda mayores a 20 um, de
ratones testigo (a), tratados con BrdU (b), con radiacion (c) o ambos agentes (d),
de acuerdo con el protocolo B. La evaluacion del dafio se realizo 30 minutos
después de la irradiacion. En el grupo testigo las células tuvieron migraciones de
la cauda desde 21 y hasta 100 micras, en donde la frecuencia fue mayor en el
rango de 61 a 80 micras. Las células con fragmentos en el ADN en este rango en
el grupo testigo probablemente representan a las células que se encuentran en

sintesis. En el grupo tratado con BrdU tuvieron migraciones de la cauda desde 21
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y hasta 120 micras en donde la frecuencia fue mayor en los rangos que abarcan
de 41 a 80 micras, habiendo diferencia significativa con valor de p<0.5, con
respecto al grupo testigo en el rango de 41 a 60 micras. El grupo tratado con 0.5
Gy de radiacibn gamma tuvo migraciones de la cauda principalmente desde 21 a
80 micras, no habiendo diferencia significativa en ninglin rango con respecto a los
del grupo testigo. En la Figura 17 (d), se muestra que en el grupo irradiado
pretratado con BrdU, el 47.2 % de la poblacién celular tuvo dafio con migraciones
de la cauda desde 21 hasta 140 pum. Se observa diferencia estadisticamente
significativa (p<0.5) en casi todos los rangos con respecto al testigo, a excepcion

del rango de 61 a 80 micras.
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En la Tabla 1, se muestra el efecto de la incorporacion de la BrdU en el
ADN, sobre el dafio producido por la radiacion gamma. Los resultados fueron
obtenidos con el protocolo experimental B. Se determind la frecuencia de células
con migraciones de la cauda mayores a 20 micras (MC >20 pum), 30 minutos
después de la irradiacion. En el grupo testigo el 16.6 % de las células tienen MC
>20 um; se observa que tanto el grupo tratado solamente con BrdU como el
tratado con ambos agentes tuvieron diferencia estadisticamente significativa
(p<0.5) con respecto al grupo testigo.

El indice de radiosensibilizacion (IR) se definié como el dafio causado por
la radiacién en el ADN substituido con BrdU, con respecto al dafio producido en el
ADN no substituido, considerando los incrementos. Para conocer el incremento en
células con MC >20 um producido solamente por la radiacion en células con su
ADN sustituido con BrdU (BrdU+Rad), a este grupo (MC >20 um, 30.6) se le resto
el incremento (A) de células con MC >20 um producidas por el tratamiento
solamente con BrdU (14.8), dando por resultado 15.8.

Para calcular el IR se aplico la siguiente formula:

IR = (A BrdU+Rad) — (A BrdU) / (A Rad)

El IR fue de 13.2, lo que indica efecto sinérgico entre ambos agentes, ya
que la induccion dafio en el ADN substituido con BrdU fue 13.2 veces mayor que

en el no sustituido.
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Tabla 1. Efecto de la incorporacidn de 0.125 mg/g de BrdU en el ADN
sobre el dafio inducido por 0.5 Gy de radiacion gamma

o A
%o Celulas con Incremento (A)| - ABrdU
MC > 20 ym (- testigo) tratamiento R
% + DE g
Testigo 16.6 £ 8.1
BrdU 31.4+77" 14.8
Rad 17.8+6.8 1.2
BrdU+Rad 472+2.7" 30.6 15.8 13.2

MC= Migracion de la cauda. indice de Radiosensibilizacion (IR) = (ABrdU+Rad - ABrdU) / A Rad;
* Diferencia significativa vs grupo testigo. Prueba t de Student p<0.05

Con las graficas mostradas en la Figura 17, no se puede comparar el dafio
inducido por radiacion en células con el ADN substituido con BrdU, con el dafio
producido en células con su ADN no substituido con BrdU. Para eliminar la
frecuencia basal de fragmentos de ADN (fragmentos de Okasaki) y el efecto per
se de la BrdU, en cada rango de migracion de la cauda, se resté el valor testigo
en el grupo irradiado, y en el grupo con el tratamiento combinado se restaron las
frecuencias tanto del testigo como las frecuencias obtenidas en el grupo tratado

solamente con BrdU.
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En la Figura 18, se muestra que los ratones que fueron irradiados después
de la incorporacion de BrdU, tuvieron frecuencias altas de cometas en

comparacion con los ratones irradiados sin tratamiento con BrdU.

8 -
] [T ADN no substituido

7 I ADN substituido con BrdU

6 -

% de cometas
N
1

2
; ]II

21-40  41-60 61-80 81-100 101-120 121-140 141-160
Migracion de la cauda pym

o

Figura 18. Efecto de la radiacion en el ADN substituido con BrdU y en
el ADN no substituido, en células de la médula dsea.

La irradiacién de ratones pretratados con BrdU causé que se incrementara
el porcentaje de células con rangos de migracion de la cauda con poco dafio de
21 a 40 um, asi como el de células con alto dafio con migraciones de la cauda
mayores a 141 micras, lo que probablemente corresponda a las células que no se
encuentran en division y a las células en las que su ADN se encuentra en sintesis,
respectivamente.

El IR calculado en la Tabla 1, en el que se consideré el porcentaje de

células con MC > 20 um, es una sobreestimacion del dafo, porque la migracion
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de la cauda representa un alto nimero de lesiones, y los resultados indican que
las células que tuvieron mas dafio en los ratones irradiados con su ADN
substituido con BrdU, tuvieron migraciones de la cauda en los rangos que van de
61 hasta 140 um y que las células de los ratones que solamente fueron irradiados,

tuvieron migraciones en el rango de 41 a 60 um.

8.1.3 Cinética de induccion de reticulocitos micronucleados producida por

bromodesoxiuridina, radiacion gamma y la combinacion de ambos agentes

La Figura 19, muestra la cinética de induccion de RET-MN producida por
BrdU, radiacibn gamma y la combinacibn de ambos agentes (protocolo D),
analizada con citometria de flujo. Con el programa Origin 8.0 de Microsoft se
determind el tiempo en el que se presentan los picos de induccién de RET-MN.

Se observa que la BrdU causa una leve induccion de RET-MN a las 0, 8 y
56 h, la que mostré ser significativa (p<0.5) con respecto al testigo La radiacion
gamma (0.5 Gy) induce una cinética que muestra una curva con tres picos, en
donde el mas pequefo es temprano a las 8.3 h, el pico mayor a las 29.9 h y un
pico tardio a las 47.7 h. Con diferencia significativa en casi todos los tiempos con

respecto al testigo.
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Figura 19. Cinética de induccién de RET-MN producida por BrdU,
radiacion y la combinacién de ambos agentes en eritrocitos de
sangre periférica de raton.

La cinética de RET-MN producida en los ratones con el tratamiento
combinado también mostro tres picos. Sin embargo, al comparar las cinéticas de
induccion de RET-MN obtenidas de los ratones irradiados pretratados o no con
BrdU se observd, que la presencia de la BrdU en el ADN caus6é un cambio
importante en la cinética de induccién de RET-MN. En donde el pico principal
obtenido con la radiacion (segundo) fue reducido levemente y el Ultimo pico
(tercero) se incrementd. Este grupo presentd diferencia significativa (p<0.5) con
respecto al testigo en casi todos los tiempos excepto a las 64 y 72 h. El

incremento en la induccion de RET-MN se cuantific6 mediante el area bajo la
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curva total, asi como también el ABC en el tercer pico que corresponde al
intervalo de las 40 a las 72 h.

En la Tabla 2 se muestra que los grupos de ratones que fueron irradiados y
pretratados o no con BrdU tienen un ABC total sin diferencia significativa entre
ellos. En tanto que el ABC calculada en el tercer pico del grupo que recibio
tratamiento combinado, fue de casi dos veces el valor del ABC mostrado por el

grupo solamente irradiado; habiendo diferencia significativa (p<0.5).

Tabla 2. Area bajo la curva total de la induccion de RET-MN y en el intervalo de
40-72 h por el tratamiento con BrdU, radiacién y ambos agentes
Incremento
Tratamiento ABC total ABC 40-72 h (-BrdU tratamientO) IR
*+DE *+DE
Rad 534.1+130.9 125.2414.5
BrdU+Rad 574.1+185.0"s 242.4+94.6 219.3 1.75
* .
Diferencia significativa ABC Rad vs BrdU+Rad; de 40-72 h p<0.05, t de Student. Indice de
Radiosensibilizacion (IR)= (ABC BrdU+Rad) — (ABC BrdU) / (ABC Rad)

El IR se calcul6 en el intervalo de las 40 a las 72 h, con la siguiente formula:
IR= (ABC combinado) — (ABC BrdU) / (ABC Rad)

El IR fue de 1.75, lo que muestra efecto sinérgico entre ambos agentes.
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En la Figura 20 se muestran las curvas de las frecuencias de RET en
porcentaje vs tiempo de los tres grupos. El grupo tratado solamente con BrdU
mostro leve reduccién a las 8, 32 y 40 h, con diferencia significativa (p<0.5) con
respecto al tiempo cero. A las 48 sobrepaso el 100 % y continud su incremento. El
grupo tratado con radiacion mostré0 la reduccion maxima de RET de
aproximadamente el 50 % entre las 40 y las 48 h, posteriormente se observo
incremento que sobrepaso el 100 % después de las 60 h. La frecuencia de RET
del grupo que recibio el tratamiento combinado mostré reduccion desde las 8 h
después de la irradiacion, la reduccion maxima fue de las 32 a las 56 h, y luego se

observo recuperacion llegando al 100 % a las 72 h.
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Figura 20. Frecuencias de RET en porcentaje vs tiempo,
obtenido con el tratamiento con BrdU, radiacion y ambos

agentes.
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En la Figura 21 se muestra la comparacion de las diferencias en
citotoxicidad; para lo cual se calculo la reduccion del ABCde la frecuencia de RET,
asumiendo una frecuencia del 100 % a lo largo del experimento. El tratamiento
con BrdU mostro reduccion en la frecuencia de RET del 6.6 %, el tratamiento con
radiacion de 15.3 % y en el tratamiento combinado del 47.2 %, mismo que tuvo
diferencia significativa (p<0.5), con respecto a los tratamientos con BrdU vy

radiacion.

4000 ~

47.2 % *

3500
3000

2500

]

o

o

o
1

1500 -
1000 -

500

Citotoxicidad (reduccién del ABC)

BrdU Rad BrdU + Rad

*p <0.05tde Student

Figura 21. Reduccion del area bajo la curva de la frecuencia de RET,
de los grupos tratados con BrdU, radiacion y la combinacién de ambos
agentes.

Se calculé el IR del efecto citotoxico con los valores del porcentaje de
reduccion de la frecuencia de RET, el cual nos dio un valor de 2.6. Estos

resultados indican que bajo nuestras condiciones experimentales la dosis baja de
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BrdU utilizada, fue suficiente para producir sensibilizacion a la radiacion
mostrando efecto sinérgico en sus consecuencias citotoxicas.

La correlacion entre el efecto genotoxico y citotéxico de los tratamientos
con BrdU, radiacion y combinado se muestra con las curvas superpuestas en la
Figura 22; a, b y c, respectivamente. Se observa que la BrdU casi no induce
efecto genotoxico pero si un leve efecto citotoxico y que ambos efectos son
independientes. En el grupo solamente irradiado los picos maximos de
genotoxicidad y citotoxicidad no ocurren al mismo tiempo. Primero ocurre el efecto
genotoxico y después el efecto citotoxico, lo que indica que ambos efectos son
independientes. En el grupo pretratado con BrdU e irradiado, se muestra que en
el segundo pico de genotoxicidad las rupturas inducidas por la radiacién fueron
reducidas, pero se observa incremento en la citotoxicidad. El incremento en el
tercer pico de genotoxicidad con respecto al observado con radiacion se

correlaciona con alto incremento en la citotoxicidad.
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8.2  Cisplatino

La dosis de cis-Pt (1.0 umol/Kg) se eligié basandonos en estudios previos,
siendo aquella que per se no produjera demasiada geno- o cito-toxicidad, y que
por lo tanto enmascarara el efecto radiosensibilizador. En la Figura 23 (a 'y b) se
muestra el efecto genotoxico y citotoxico respectivamente de tres dosis de cis-Pt

(Morales-Ramirez et al., 2004b).

100 cis-Pt (umoles/Kg) 350+ cis-Pt (umoles/Kg)

90 —=—0.93 5 l ?gg
O g0l —e—1.86 ';: 300 : 330
a —a—3.30 5 ]!
0o 2 250 R
60 © 200-
2 - SR NI
S 40 0] Aobey ]
301 { S 1004 . 1
20 . \_ 5 ok
: 50 -
101 / - g 3
0 a AR ? L] —)4. i\\a—‘i_\A w i - R i = 3
0 10 20 30 40 5 &0 70 80 0 10 20 30 40 5 60 70 80
a) Tiempo (h) b) Tiempo (h)

Figura 23. Efecto genotdxico (a)y citotoxico (b) producido por tres
dosis de cisplatino. (Morales-Ramirez et al., 2004).

En este estudio se reportd que la eficiencia genotdxica calculada como
ABCl/dosis fue de 287, 298 y 422 con las dosis de 0.93 umoles/kg, 1.86 pmoles/kg
y de 3.3 pmoles/Kg de cis-Pt respectivamente. Sin embargo la dosis alta fue
citotoxica a las 32 h. Las dosis baja e intermedia tuvieron eficiencia similar, y
considerando que se ha reportado efecto radiosensibilizador in vitro utilizando
dosis bajas de cis-Pt y radiacién (Gorodetsky et al., 1998; Myint et al., 2002), la
dosis que se utilizd en la presente tesis para el estudio de la cinética de induccion

de RET-MN, fue la de 1.0 umol/Kg de cis-Pt, haciendo el redondeo a la dosis baja
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gue permitio evidenciar su efecto, ademas es 22 veces menor que la LDsy (Gibson

et al., 1991).

8.2.1 Electroforesis unicelular en gel

La determinacién del tiempo entre la administracion de cis-Pt y la radiacion
se hizo considerando los resultados obtenidos con la cinética de induccion de
dafio en leucocitos de sangre periférica de ratdon in vivo, mediante EUG (Figura
24). En este estudio se determind la cinética de induccion de células con cauda
producidas con 0.93 pmoles/Kg de cis-Pt (Morales-Ramirez et al., 2004b)

(protocolo C).

16 -
14 4

-c'g; 12'- *IF\I/{ {

. L \l/ \]

§ \ !

° . 0.93 umoles/Kg

— 1 T T ' T T T " T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

: Tiempo (min)
*p <0.05, tde Student

Figura 24. Cinética de inducciéon de dafno producido por cis-Pt , en
leucocitos de sangre periférica de raton in vivo.
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Se observd que a los 40 minutos de la administracion del cis-Pt el
porcentaje de células con cauda aumentd 2.6 veces el valor basal, o que indica
que a este tiempo el cis-Pt ya habia modificado al ADN y que como producto de
estas modificaciones se producia la maxima induccién de rupturas en el ADN, lo

gue se hizo evidente con la EUG.

8.2.2 Cinética de induccion de reticulocitos micronucleados producida por cis-Pt,

radiacion gamma y la combinacién de ambos agentes

En la Figura 25 se muestra la cinética de inducciéon de RET-MN obtenida
con cis-Pt, radiacion y el tratamiento combinado (protocolo E). La cinética que
induce el cis-Pt presenta un pico principal y solo se sugiere un pico secundario, lo
gue indica que los MN se formaron principalmente por un mecanismo que ocurrié
en el intervalo de las 0 a las 40 h y presentd una induccién méaxima de 11.8 RET-
MN a las 24 h. La radiacién induce una curva con dos picos en forma de
campana, en donde el primer pico que también es el principal, se encuentra en el
intervalo de las 0 a las 40 h y presentd una induccion maxima de 25.8 RET-MN a
las 24.3 h, siendo esta induccion de mas del doble que la del cis-Pt. El pico
secundario, formado en el intervalo de las 40 a las 72 h, indujo una frecuencia
méaxima de 8.6 RET-MN a las 47.8 h, casi tres veces la induccion observada a
este tiempo para el cis-Pt. En todos los tiempos se observa diferencia significativa

con respecto al tiempo cero (p<0.5).
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Figura 25. Cinética de induccién de RET-MN producida por cis-Pt,
radiacion y la combinacion de ambos agentes en eritrocitos de
sangre periférica de raton.

El grupo irradiado y pretratado con cis-Pt muestra un cambio importante en
la cinética con respecto al grupo irradiado. Tiene tres picos de induccion de MN, el
primero es temprano en el intervalo de las 0 a las 12.4 h, con induccion maxima
de 5.2 RET-MN a las 8 h, el segundo y principal se encuentra en el intervalo de
las 12.4 a las 34 h con frecuencia maxima de 23.4 RET-MN alrededor de las 24 h.
El tercer pico se encuentra en el intervalo de 34 a las 72 h, con 17 RET-MN de
induccion maxima, y se observa 1.5 h, antes que el segundo pico producido por la
radiacion (46.5 h), con una induccion maxima de RET-MN de casi dos veces la
induccion maxima producida solamente por radiacion. Las frecuencias maximas

de RET-MN del pico que se forma a las 24 h con el tratamiento de radiacion y el
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combinado no tuvieron diferencias significativas. Sin embargo, las frecuencias
maximas de RET-MN del pico que se forma a las 48 entre los grupos antes
mencionados si tuvieron diferencia significativa con valor de p<0.05.

En la Tabla 3, se muestran los resultados del ABC de induccion de RET-
MN con respecto al tiempo. El area total obtenida en los grupos de ratones que
recibieron radiacién, ya sean pretratados o no con cis-Pt, no presentaron
diferencia significativa. También se calculo el ABC en los picos de las 24 y 48 h,
en todos los tratamientos. El ABC calculada en el pico de las 24 h, en el grupo
con el tratamiento combinado fue menor con respecto al ABC del grupo tratado
solamente con radiacion, habiendo diferencia estadisticamente significativa
(p<0.5). En tanto que el ABC obtenida en el pico de las 48 h, con el tratamiento
combinado aumenté significativamente (p<0.5) con respecto al grupo solamente
irradiado.

Se calcul6 el IR con el ABC obtenido en cada uno de los intervalos que
contenian el pico a las 48 h, para lo cual se usd la siguiente férmula:

IR= (ABC combinado) — (ABC cis-Pt) / (ABC Rad)
El IR fue de 1.6, lo que muestra que el efecto sinérgico entre ambos

agentes ocurre después de las 34 h.
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Tabla 3. Area bajo la curva total del incremento de RET-MN y en el pico a las
24 hy en el pico a las 48 h para el tratamiento con cis-Pt, radiacion y ambos

agentes
Incremento
ABC del pico alas i '
| ABC total i r ABC del pico alas | (pico 4§h) R
Tratamiento 48 h (- tratamiento
con cis—Pt)
x+DE x+DE x+DE
cis-Pt 301.3 £+ 79.1 2214 £46.6 7991424
Rad 701.3+66.4* 5258 +40.2 * 175.5 +29.7 *
cis-Pt
+ 691.4 +94.7* | 280.0+246% ** | 369.1+70.6 % * 289.2 1.6
Radiacion

*Diferencia significativa con respecto al cis-Pt; ** Diferencia significativa con respecto a Rad,
p <0.05, tde Student. indice de radiosensibilizacion: (IR )= (ABC cis-Pt+Rad)- (ABC cis-Pt )/ (ABC Rad)

En la Figura 26 se muestra la reduccién de la frecuencia de RET en funcion

del tiempo de los tres grupos experimentales. El cis-Pt mostr6 leve efecto

citotdéxico, con aproximadamente 20 % de citoxicidad méaxima a las 45 h, con

recuperacion posterior. El grupo tratado con radiacion mostré reduccion en la

frecuencia de RET en el periodo de las 16 a las 40 h, en donde la reduccion

maxima de RET fue del 37%, y recuperacion que excedio el 100% después de las

54 h. El grupo con el tratamiento combinado también mostré reduccion en la

frecuencia de RET en el mismo periodo que el grupo tratado solamente con

radiacion, con reduccion maxima del 63%, también con recuperacion posterior.
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Figura 26. Frecuencias de RET en porcentaje vs tiempo,
obtenido con el tratamiento con cis-Pt, radiacién y ambos
agentes.
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En la Figura 27 se muestra la comparacion de las diferencias en
citoxicidad, para lo cual se calculo la reduccion del ABC de la frecuencia de RET,
asumiendo una frecuencia del 100 % a lo largo del experimento. El tratamiento
con cis-Pt mostro reduccion en la frecuencia de RET del 7.6 %, el tratamiento con
radiacion tuvo una reduccion de 14.0 % y en el tratamiento combinado se observé
reduccion del 27.8 %. Se calculd el IR del efecto citotoxico con los valores del

porcentaje de reduccion en la frecuencia de RET, el cual dio un valor de IR de 1.4.

3000
278 %*

]

[ 8]

o

o
1

Citotoxicidad (reduccién del ABC)

cis-Pt Rad cis-Pt + Rad

*p < 0.05tde Student con respecto a cis-Pt

Figura 27. Reduccion del area bajo la curva de la frecuencia de RET,
de los grupos tratados con cis-Pt, radiacion y la combinacién de ambos
agentes.
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La correlacion entre el efecto genotdxico y citotoxico de los tratamientos
con cis-Pt, radiacién y combinado, se muestra con las curvas superpuestas en las
Figuras 28 a, b y c, respectivamente. Se observa que el cis-Pt tuvo leve efecto
genotoxico y citotdéxico y que ambos efectos fueron independientes. En el grupo
solamente irradiado los picos maximos de genotoxicidad y citotoxicidad no
ocurren al mismo tiempo, primero ocurre el efecto genotoxico y después el efecto
citotoxico, lo que indica que ambos efectos son independientes. En la Figura 28 c,
se observa que en el grupo pretratado con cis-Pt e irradiado, el segundo pico de
genotoxicidad coincide con el primer pico de citotoxicidad, lo que indica que
podrian estar correlacionados, posteriormente la citotoxicidad continda en
aumento y se produce el tercer pico de genotoxicidad, aungue no son tiempo

dependientes.
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9. DISCUSION

9.1 Bromodesoxiuridina

El efecto radiosensibilizador de la BrdU se ha reportado previamente en
estudios in vitro e in vivo (Morales-Ramirez et al., 1984b; Ling y Ward, 1990;
Morales-Avila, 2010), sin embargo la via de radiosensibilizacion no ha sido
completamente establecida. La interaccion de la Rl con las células produce ERO
como el radical *OH; también se generan é 4. Los radicales *OH y los é ,q, Se
producen en proporcion similar (Gantchev et al., 2011), siendo el primero el que
produce la mayoria del dafio en el ADN, en tanto que los € 54 no le causan dafio
(Nabben et al., 1984). Se ha reportado que los é 44 tienen una participacion
importante en el dafio producido en el ADN sustituido con BrdU (Greenstock y
Whitehouse, 1992), existen estudios que se han enfocado en analizar la
participacion del &tomo de bromo en el efecto radiosensibilizador. Cecchini y
coautores (2004) utilizaron oligonucleétidos artificiales con diferentes secuencias
de ADN, en las que en algunas se incluyd bromouracil. En el mismo estudio,
relacionaron la substitucion de la BrdU, con la formacion de enlaces cruzados
intercadena; los cuales se formaron en regiones con apareamientos erroneos
(Cecchini et al., 2004). Considerando lo anterior se ha propuesto que la
radiosensibilizacion producida por la BrdU in vivo podria limitarse a regiones de
cadena sencilla como los que se encuentran en los sitios de transcripcion, la
horquilla de replicacion del ADN y posiblemente en las regiones de los bucles de

los teldmeros (Cecchini et al., 2004). Dextraze y coautores (2009) observaron
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también en oligonucledtidos, que los sitios en donde hay substitucion con BrdU
eran labiles al alcali, ademas de la formacion de enlaces cruzados intercadena
solamente en la cadena semicomplementaria (llamada asi por contener
secuencias no complementarias que forman apareamientos erroneos) cuando el
ADN estaba en conformacion B.

Los estudios antes mencionados se hicieron en sistemas in vitro libres de
células y la extrapolacién de las condiciones in vivo o in vitro o a la inversa,
representa problemas debido a la diferencia en las dosis y la duracion del tiempo
de exposicién a los agentes (Morales-Ramirez et al., 2017; Hentosh y Peffley,
2010). En el presente estudio con BrdU, se utilizaron dos modelos biolégicos para
caracterizar el efecto radiosensibilizador de dosis bajas de BrdU a dosis bajas de
radiacion: El primero midiendo la migracién de la cauda utilizando electroforesis
unicelular en gel y el segundo basado en la cinética de inducciéon de RET-MN. La
dosis de BrdU utilizada en este estudio, fue administrada mediante la adsorcion a
carbon activado (Morales-Ramirez, 1980) y es equivalente a una décima parte de
la dosis de BrdU que se requiere para la tincién diferencial de las cromatidas
hermanas, en células de la médula 6sea (Morales-Ramirez et al.,, 1984a). Por
analogia en cultivos celulares la dosis de BrdU que permite la tincion diferencial in
vitro es 1x10° M, la cual substituye aproximadamente del 20 al 30 % de la timidina
con BrdU (Perry y Evans, 1975; Lawrence et al., 1990). Asumiendo que la
incorporacion de BrdU fue proporcional; entonces en el presente estudio la

substitucion de la timdina por BrdU fue aproximadamente del 2 al 3 %.
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9.1.1 Electroforesis unicelular en gel

La electroforesis unicelular en gel, permitié determinar el efecto de la BrdU
sobre la induccion de dafio producido por radiacion gamma; midiendo la
respuesta de manera casi inmediata. Se conoce que la EUG es un método bien
establecido que permite determinar dafio (rupturas) y reparacion en el ADN, esta
metodologia también se utiliza en estudios genotoxicoldgicos (Olive et al., 1990;
Mendiola-Cruz y Morales-Ramirez, 1999; Araldi et al., 2015). Con este ensayo se
pudo determinar el efecto casi inmediato de la radiacion para inducir lesiones en
el ADN substituido con BrdU.

En las células de la médula ésea hay la limitante para distinguir el dafio
causado por el tratamiento; debido a que el promedio de las células con cauda
era diluido con las células sin cauda. También la presencia de células en division
causa una alta frecuencia basal de células con cauda, debido a los fragmentos de
Okasaki, producidos durante la sintesis del ADN. El analisis de la migracion de la
cauda en rangos de 20 micras permiti6 medir el efecto del tratamiento.
Considerando que las células no dafiadas por el tratamiento estaban en el rango
de menos de 20 micras y que las células dafiadas se encontraban en los rangos
superiores a 21 pm, se incremento la sensibilidad y fue posible determinar el

porcentaje de células que fueron dafiadas en la fase S del ciclo celular.

Kruszewski y coautores (2012), determinaron in vitro el efecto de 8 Gy de
rayos X en las diferentes fases del ciclo celular; tomaron como parametro el
momento de la cauda de Olive. Los autores no encontraron diferencias en el

contenido del % ADN en la cauda entre las células en diferente etapa del ciclo
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celular. Debido a que el momento de la cauda de Olive es definido como el
producto de la longitud de la cauda y la fraccion del ADN total en la cauda, implica
que la diferencia significativa observada en el momento de la cauda de Olive en el
estudio mencionado, fue dependiente de la longitud de la cauda. Por lo que se
estimo que la longitud de la cauda seria el parametro mas conveniente. Aunque
se consider6 que tanto la longitud, como la migracion de la cauda, eran
pardmetros analogos es de tomar en cuenta de que en la longitud de la cauda, la
evaluacion del dafio se mide desde el centro del nucleo y en la migracién de la
cauda la extension del dafio se mide desde el borde del ndcleo. En el presente
estudio se utilizé la migracion de la cauda, como el parametro mas conveniente,
porque la cauda en si, inicia en el borde del nucleoide. Fue asi que midiendo el
tamafio de la migracion de la cauda, fue posible distinguir en las células de la
médula ésea, las células que estaban en la fase de sintesis de las que no lo
estaban.

En las células de la médula ésea fue posible detectar las rupturas
producidas por los fragmentos de Okasaki generados durante la sintesis del ADN,
lo que se permiti6 distinguirlas de los leucocitos de sangre periférica que se
encuentran en la fase GO. El analisis de la frecuencia basal de migracion de la
cauda en células de la médula 6sea y en leucocitos, mostréo que la frecuencia
maxima de migracion de la cauda se encontraba en ambos tipos celulares menor
a 20 micras. Y las células que presentaran migracion de la cauda mayor a 21
micras, serian las que tuvieron rupturas en el ADN producido por dafo. Por lo que

se considerd que el efecto sinérgico de la BrdU y la radiacion podrian incrementar
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el nimero de células dafiadas y causar incremento en la migracion de la cauda en
las células que se encontraran en sintesis.

El dafio producido por la dosis de radiacion utilizada, no fue detectado ya
que el porcentaje de células con migracion de la cauda fue casi el mismo que en
el grupo testigo. Sin embargo, la incorporacion baja de BrdU en el ADN sensibilizo
al ADN a las rupturas inducidas por la radiacion. Adicionalmente, se podria
distinguir entre dos niveles de dafio después de la exposicion a la radiacion en
células substituidas con BrdU en su ADN. El primero incluye migraciones de la
cauda en el rango de 21 a 60 micras que fueron incrementadas, comparadas con
el ADN irradiado no substituido con BrdU y el segundo incluye migraciones de la
cauda en los rangos de 61 a 160 micras, que se mostraron solamente en las
células con su ADN substituido con BrdU. Estos dos niveles de dafio
corresponden al producido en células que se encuentran 0 no en sintesis,
respectivamente.

Los resultados obtenidos con la electroforesis unicelular en gel y la
estrategia de agrupar la migraciébn de la cauda en rangos, indicaron que las
células en las que su ADN estéa substituido con BrdU, son mas sensibles durante
la sintesis del ADN, lo que concuerda parcialmente con los resultados de Cecchini
y coautores (2004), ademas de que la substitucion con BrdU las hace alcali labiles

(Dextraze et al., 2009).
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9.1.2 Cinética de induccion de reticulocitos micronucleados

Como se menciong, el analisis de la cinética de induccion de MN permite
determinar la participacion de diferentes procesos que ocurren en la induccion de
los mismos. Considerando diversos estudios in vivo se han podido hacer
inferencias de los posibles mecanismos de accién de diferentes agentes (Morales-
Ramirez et al., 2014). Basados en estudios previos con radiacion y agentes
quimicos, los picos que se presentan en la cinética de inducciéon de MN podrian
representar diferentes mecanismos de induccion de rupturas en el ADN que son
susceptibles de formar MN. En el presente estudio se hizo el andlisis de la
cinética de induccién de RET-MN y de la reduccion en la frecuencia de RET en
funcién del tiempo mediante citometria de flujo.

La cinética de induccion de MN obtenida con radiacibn gamma en el
presente estudio, resulto diferente de la obtenida previamente mediante analisis al
microscopio. Morales-Ramirez y coautores (1996), reportaron la presencia de un
pico entre las 25 y las 30 h, dependiendo de la dosis y la presencia de un pico
secundario que no se encontraba bien definido, solamente se mostraba un
hombro. En el presente estudio se observaron tres picos de induccion de RET-
MN, el primero es pequefio a las 8 h, el segundo pico es el principal a las 30 h'y
un pico mediano a las 48 h. La diferencia en las cinéticas se puede atribuir a la
diferente sensibilidad a la radiacion que presentan las cepas de ratones
(Hamasaki et al., 2007), y/o a que el método de analisis mediante citometria de
fluo es mas sensible (Dertinger et al.,, 2007), y a las 8 h, cuando el efecto

citotoxico es bajo se pueden evaluar 20,0000 células, lo cual es un orden de
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magnitud mayor a lo que se puede determinar con microscopia, y se puede
detectar un leve incremento. Este pico temprano también podria explicarse por el
efecto aneuploidogenico de la radiacién, el cual ha sido observado en células de
bazo (Hande et al., 1996). En la cinética de induccibn de MN reportada para
agentes aneuploidégenos se ha observado, induccion temprana de MN la cual se
produjo en la dltima division celular previo a la enucleacién de los eritrocitos
(Morales-Ramirez et al., 2004a). Considerando que la radiacion actia de manera
directa sobre las células que se encuentran en la ultima mitosis y por la naturaleza
de la radiacion que no requiere del proceso farmacocinético para producir efecto,
lo que podriamos estar observando es la induccion temprana de MN causada por
efecto aneuploidégeno de la radiacion.

El segundo pico y principal, podria representar las rupturas generadas
tanto por la accion los radicales *OH como por los electrones prehidratados
(Nguyen et al., 2011; Ma et al., 2017). El tercer pico de induccion de RET-MN
podria indicar las rupturas inducidas durante la reparacion tardia de algunas
lesiones causadas por la radiacion gamma. El incremento tardio en la frecuencia
de MN producido por radiacién también ha sido observado por Dertinger y
coautores en 2007. Es posible que la reparacion de errores de apareamiento
podria estar involucrada, ya que entre las lesiones que puede producir la
radiacion por la accion del estrés oxidativo que produce RL, se encuentra la 8-
oxoguanina, que puede aparearse con igual eficiencia con la citosina o con la
adenina (Slupphaug et al., 2003), formando apareamientos errébneos que se
incorporan al ADN en la primera division celular y tratan de ser reparados en la

segunda divisiéon celular (Macpherson et al., 2005; Martin et al., 2010), generando
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rupturas cromosomicas en la tercera divisidn celular (Armstrong y Galloway,
1997). O fallas en la reparacion de lesiones por recombinacion, ya que este tipo
de reparacion esta involucrada en la reparacion de enlaces cruzados ADN-
proteina (Nakano et al., 2009) y ésta es una de las lesiones que puede producir la
RI (Lenhert, 2015).

El grupo de ratones que recibié el tratamiento combinado, cuyo ADN
estaba substituido con BrdU al momento de la irradiacion, también mostro tres
picos de induccion re RET-MN. El primero de ellos fue el mas pequefio y como se
discuti6 anteriormente podria ser debido al efecto aneuploidogénico de la
radiacion (Hande et al., 1996). El segundo pico fue menor en términos de area
bajo la curva; comparado con el segundo pico producido por la radiacion en un
ADN no sustituido con BrdU, sin embargo no fue estadisticamente significativo, lo
gue probablemente representa las rupturas inducidas por la debrominacion de la
BrdU incorporada (Cecchini et al., 2004). El tercer pico presenté incremento en su
ABC, con respecto al grupo tratado solamente con radiacion, lo que podria sugerir
gue representa la consecuencia de la formacion de enlaces cruzados (Cecchini et
al., 2005) o de apareamientos erréneos (Cecchini et al., 2005; Hu et al., 2004).
Hay evidencia de que la substitucién de BrdU en el ADN puede inducir formas
tautoméricas, con lo que se podrian producir los errores de apareamiento (He et
al., 2004) y se ha determinado que la radiacion en los sitios con apareamientos
erroneos, tienen propension a la induccion de enlaces cruzados intercadena
(Cecchini et al., 2005). Por lo que seria posible que esta sean las lesiones

involucradas en la produccion de rupturas en el ADN.
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Como ya se mencioné el ABC en el tercer pico de induccion de RET-MN en
células irradiadas con su ADN substituido con BrdU, fue mayor con respecto al
ABC de las células irradiadas no substituidas con BrdU. El Trmi observado en el
tercer pico en células irradiadas con su ADN sustituido con BrdU fue de 18 h.
Considerando estudios previos con altas dosis de agentes inductores de enlaces
cruzados como el cis-PT, el BUS y la BCNU (Morales-Ramirez et al., 2004b), que
mostraron que el dltimo pico de induccién de MN ocurria entre las 46 a las 48 h,
tendrian un Trmi de entre 21.3 a 22.3, lo que seria cercano al Trmi del tercer pico
observado en el presente estudio; e indicativo de que los enlaces cruzados
pueden ser las lesiones que participan en la induccién de MN en este tercer pico.
El tercer pico de induccion de RET-MN observado en el grupo del tratamiento
combinado, también mostr6 mayor efecto citotoxico que en el grupo tratados
solamente con radiacién. Lo que es congruente con que la abundancia de enlaces
cruzados causa picos tardios de induccion de MN, lo que probablemente, dé por
resultado alta citotoxicidad.

La citotoxicidad celular se determiné midiendo la reduccion en la frecuencia
de RET, la BrdU per se solo causo leve citotoxicidad, la radiacion gamma mostro
citotoxicidad méaxima entre las 40 y 48 h. La incorporacion de BrdU anterior a la
irradiacion produjo incremento adicional de citotoxicidad que inicio 8 h después de
la radiacion y persistio hasta las 64 h. Estos resultados indican que el incremento
en la citotoxicidad causada por la incorporacion de la BrdU al ADN, ocurrié poco
tiempo después de la irradiacion y que se mantuvo. Lo que sugiere que la
radiosensibilizacion se encuentra relacionada principalmente con el mecanismo

tardio de rupturas en el ADN.
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Para comparar la citotoxicidad entre los grupos se calculé el ABC de RET
contra tiempo, en donde el 100% representaria que no hubo cambios en la
frecuencia obtenida desde el tiempo cero hasta las 72 h. Los porcentajes de
citotoxicidad indicaron que la BrdU produce efecto radiosensibilizador importante,
con un IR de 2.6.

En lo que respecta a la relacion entre genotoxicidad y citotoxicidad, en el
grupo irradiado se observa en las curvas sobrepuestas con estos dos parametros,
gue el segundo pico de frecuencia de induccién de RET-MN fue mas alto y que no
se asocia con la citotoxicidad de manera tiempo dependiente. Sin embargo, en el
grupo irradiado pretratado con BrdU las rupturas fueron levemente reducidas y
hubo incremento en la citotoxicidad. Lo anterior puede sugerir que las lesiones
inducidas por la radiacion en el ADN substituido con BrdU fueron diferentes y mas
citotoxicas que las inducidas en un ADN no substituido. De manera alternativa,
estas lesiones podrian estar relacionadas a rupturas simples causadas por la
debrominacion, las cuales son cinco veces mas abundantes que las rupturas
simples inducidas en el ADN no substituido (Cecchini et al., 2005). Por lo que el
namero de lesiones podrian saturar el proceso de reparacién y producir muerte
celular.

Al parecer la BrdU es un excelente agente radiosensibilizador, el cual
podria tener aplicaciones terapéuticas. Sin embargo, solamente se ha usado en
tumores cerebrales (Kinsella et al., 1984; Phillips et al., 1991), en donde se
utilizan dosis altas tanto de BrdU como de radiacién (Matsutani et al., 1988;
Hegarty et al.,, 1990; Robertson et al.,, 1997). En este trabajo, en el que se

utilizaron dosis bajas de ambos agentes, se observdO un claro efecto
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radiosensibilizador. Posiblemente identificando las dosis de BrdU y de radiacion
se podrian obtener mejores resultados terapéuticos que disminuyan los efectos
secundarios; los cuales han restringido el uso terapéutico de la BrdU (Prados et
al., 1998). Una estrategia para mejorar los protocolos terapéuticos, podria ser la
incorporacion continua de dosis bajas de BrdU, que pudieran substituir
determinado porcentaje del ADN en las células cancerosas, pero sin los efectos
deletéreos en el paciente; seguido del tratamiento con dosis bajas de radiacion
como las utilizadas en el presente estudio. Se requieren mas estudios para

proponer un protocolo tedrico.

9.2 Cisplatino

En la practica clinica se ha utlizado el cis-Pt como un agente
antineoplasico y también como agente radiosensibilizador; sin embargo y a pesar
de su uso, hay incertidumbre sobre su capacidad radiosensibilizadora (Lambin et
al., 1993; Dolling et al., 1998; Eapen et al., 2004; Mokaleng y Akudugu, 2009;
Quon et al., 2011; Liu et al., 2014).

En estudios in vitro, se ha observado efecto radiosensibilizador cuando se
administraron dosis bajas de cis-Pt y radiacion (Gorodetsky et al., 1998; Myint et
al., 2002). En el presente estudio para determinar la cinética de induccion de RET-
MN se utilizé una dosis de cis-Pt, 22 veces menor que la LD 50 IP, en raton y la
dosis de radiacion fue 0.5 Gy, siendo esta una dosis baja en comparacién con los
45 Gy que pueden recibir los pacientes en dosis fraccionadas de 1.8 Gy

(Glicksman et al., 1994).
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Se ha propuesto que el efecto sinérgico del cis-Pt puede deberse a que
una vez integrado en el ADN puede incrementar el dafio producido por la
radiacion o causar inhibicibn de la reparacion, no siendo excluyentes estas
propuestas (Seiwert et al., 2007).

En plasmidos con el ADN modificado con cis-Pt, se ha que determinado
que la RI puede aumentar las rupturas en el ADN de cadena simple, rupturas de
cadena doble y producir enlaces cruzados intercadena (Lu et al., 2007; Rezaee et
al., 2013; Bao et al.,, 2014). Lo anterior debido a la acciébn de electrones
secundarios de baja energia y la accion de los é 54. Tanto los enlaces cruzados
intercadena como las rupturas de doble cadena son dificiles de reparar y pueden
ser letales (Dronkert y Kanaar, 2001; Rothkamm et al., 2003), por lo que este tipo
de lesiones pueden ser la via para la radiosensibilizacién. Sin embargo, la via
mediante la cual el cis-Pt aumenta el efecto de la radiacion no se ha establecido

completamente y alin se encuentra en investigacion (Schirmann et al., 2018).

9.2.1 Electroforesis unicelular en gel

La electroforesis unicelular en gel, permiti6 establecer el tiempo entre la
administracion de cis-Pt y la radiacion para determinar su efecto
radiosensibilizador. En el presente estudio se observo que a los 40 minutos de la
administracion del cis-Pt, el porcentaje de células con cauda aumentd de manera
significativa con respecto al valor basal. El cis-Pt per se no induce rupturas en el
ADN, sin embargo se sabe que una vez que ingresa a las células, los atomos de

cloro que contiene son desplazados por moléculas de agua y que este producto
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hidrolizado es muy electrofilico, por lo que forma aductos con el ADN. La
reparacion de algunos de estos aductos puede formar sitios apurinicos o
apirimidinicos (AP) los cuales son labiles al alcali y se ha reportado la presencia
de sitios labiles al alcali en células de ovario de criceto chino, tratadas con cis-Pt
(Plooy y Lohnman, 1980). Por lo que los sitios AP podrian detectarse como
rupturas en el ADN con la EUG. Otra alternativa para explicar las rupturas en el
ADN evidenciadas mediante EUG, es el dafio generado por las ERO. Se ha
reportado que el cis-Pt puede generar ERO (Masuda et al., 2001; Brozovic et al.,
2010) y se conoce que éstas, también generan dafio oxidativo que puede
conducir inmediatamente a rupturas en el ADN de una manera similar a como lo
hace la RI mediante el mecanismo indirecto (Mendiola-Cruz y Morales-Ramirez,
1999).

El tiempo entre la administracion de cis-Pt y radiacion es un factor
importante para determinar su efecto radiosensibilizador (Dolling et al., 1998). En
ratones con carcinoma mamario se observd el mayor efecto radiosensibilizador
con un factor de 1.7, si el tiempo de administracion entre el cis-Pt y la radiacion
era de 30 min (Overgaard y Khan, 1981). Johnsson y coautores (1995),
observaron que el cis-Pt administrado intraperitonealmente en ratones, alcanza el
pico de distribucion en la mayoria de los tejidos a los 15 min, y que la formacion
de aductos con el ADN ocurre entre los 30 min y 4 h. Con base en lo anterior se
consider6 que a los 40 min, el cis-Pt ya habia interaccionado con el ADN y que en
nuestro estudio podia ser el tiempo adecuado para exponer a la radiacion a los

ratones.
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9.2.2 Cinética de induccioén de reticulocitos micronucleados

Como se menciond el andlisis in vivo de la cinética de induccion de MN,
permite determinar la participacion de diferentes procesos que ocurren en la
induccion de MN, y se han podido hacer inferencias de los posibles mecanismos
de accion de algunos agente antineoplasicos (Morales-Ramirez et al., 2004b). En
esta parte del estudio, se determind la cinética de induccién de RET-MN vy la
reduccion en la frecuencia de RET en funcién del tiempo, causada por radiacion
gamma, en normoblastos de ratones pre-tratados o no con cis-Pt. El analisis
también se realizd con citometria de flujo.

Basados en estudios previos con radiacion y agentes quimicos, se ha
determinado que los picos que se presentan en la cinética de induccion de MN,
representan diferentes mecanismos de induccién de rupturas en el ADN que son
susceptibles de formar MN. Por lo tanto la presencia de un pico y la sugerencia de
un pico secundario de induccion de RET-MN, producidos por el cis-Pt, es
indicativa de la participacion de un mecanismo principal de induccion de MN. Esta
cinética es parecida a la observada mediante andlisis al microscopio con una
dosis similar (Morales-Ramirez et al., 2004b), sin embargo, el pico principal ocurre
8 h después que el observado en nuestro experimento, lo que podria explicarse
debido a la diferencia entre las cepas de los ratones (Hamasaki et al., 2007;
Mukherjee et al., 2014).

El cis-Pt no induce rupturas en el ADN de manera directa, lo que implica
que las rupturas que dan origen a los MN pueden ser el resultado del

procesamiento de lesiones causadas por los mecanismos de reparacion del ADN,
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siendo predominante la reparacion por escision de nucleétidos (Galluzzi et al.,
2012). También hay evidencia de que el cis-Pt puede producir ERO las cuales
pueden causar dafio al ADN (Brozovic et al., 2010) y durante el procesamiento de
las lesiones se producen MN.

Se ha propuesto que el cis-Pt puede formar lesiones como el aducto cis-Pt-
d(GpG), considerado como un apareamiento errbneo anormal que puede ser
“tolerado” por sintesis translesién y reconocido por proteinas implicadas en la
reparacion de errores de apareamiento (Duckett et al., 1996; Yamada et al.,
1997). Sin embargo si la reparacion no se lleva a cabo la lesion permanece
atravesando ciclos de replicacion y reparacion produciéndose gaps o rupturas en
las cadenas (Vaisman et al., 1998), lo que podria explicar la presencia del pico
sugerido a las 48 h. También podria explicarse a errores en la reparacion de
lesiones como los enlaces cruzados intercadena que causa en menor proporcion
el cis-Pt y que son mas dificiles de reparar, en donde participa la reparacién por
recombinacién (Dronkert y Kanaar, 2001).

La radiacion gamma, en esta parte del estudio mostr6 dos picos de
induccion de MN, lo que indica que éstos se formaron por dos mecanismos y no
por tres como fue el caso del control positivo de radiacion en el experimento en el
gue se determino el efecto radiosensbilizador de la BrdU, lo que indicaria en este
caso, la escasa o0 nula participacion de la accion aneuploidogénica de la radiacion

El tratamiento combinado indicé tres picos de inducciéon de RET-MN, el
temprano ocurre a las 8 h, lo que se podria explicar considerando un leve efecto
aneugénico de la radiacion (Hande et al., 1996; Tusell et al., 1996). El segundo

pico es levemente reducido en altura y mas angosto con respecto al de la
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radiacion, en términos de ABC es 1.87 veces menor, lo que indica que la
radiacion indujo menor cantidad de MN en un ADN modificado con cis-Pt con
respecto a las inducidas por radiacion en un ADN no modificado. EI ABC
mostrado en el pico de las 24 h, por el tratamiento combinado es 1.26 veces
mayor que con el observado por el tratamiento Unicamente con cis-Pt. Lo que
indicaria que se produjeron mas lesiones que dieron origen a MN cuando se
administré el tratamiento combinado que cuando se dio tratamiento solamente
con cis-Pt. Lo anterior podia deberse a que cuando el cis-Pt ingresa a las células,
pierde sus atomos de cloro por hidrélisis o que lo convierte en un compuesto
electrofilico, capaz de reaccionar con el ADN y proteinas; la contribucién adicional
de lesiones capaces de generar MN seria atribuida al efecto que tiene la radiacion
en un ADN modificado con cis-Pt. Se ha reportado que la radiacion puede
producir rupturas por ionizacion en los atomos de cloro que contiene el cis-Pt, lo
que le podria aumentar su eficiencia como compuesto electrofilico para reaccionar
con el material genético (Kopyra et al., 2009). Esto es que el cis-Pt que no hubiera
perdido sus &tomos de cloro por hidrélisis, podria perderlos por ionizacion,
implicando que al administrar el tratamiento combinado habia dos vias para
convertir al cis-Pt en nucleofilico, aumentando su eficiencia para reaccionar con el
material genético y por lo tanto lo que se observa en el pico a las 24 h es el
aumento de la cantidad de lesiones capaces de convertirse en MN con el
tratamiento combinado con respecto al tratamiento solamente por cis-Pt.

El tercer pico de inducciéon de RET-MN observado a las 48 h con el
tratamiento combinado es mas alto y 2.1 veces mayor en términos del ABC que el

pico mostrado solamente por la radiacion a este tiempo. Esto indica que con el
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tratamiento combinado, la radiosensibilizacion se evidenci6 en el pico de las 48 h,
porque se produjo mayor cantidad de rupturas que dieron origen a MN. En
estudios previos comparando la induccion de RET-MN con diferentes dosis de cis-
Pt, se observo que dosis altas evidenciaban el pico de maxima induccién a las 48
h, lo que es sugestivo de que se formaron mayor cantidad de enlaces cruzados y
que el procesamiento de estas lesiones dio origen a MN (Morales-Ramirez et al.,
2004b). En el presente estudio, el pico observado a las 48 h con el tratamiento
combinado, indicaria que se formaron mayor cantidad de enlaces cruzados. En
estudios con plasmidos modificados con cis-Pt, se ha determinado que la
radiacion aumenta la cantidad de enlaces cruzados intercadena (Lu et al., 2007,
Bao et al., 2014).

En cuanto a la diferencia en citotoxicidad el tratamiento con cis-Pt mostro
reduccion en la frecuencia de RET del 7.6 %, el tratamiento con radiacion de
14.0% y en el tratamiento combinado de 27.8 %, obteniendo Un IR del efecto
citotbxico de 1.4. Estos resultados indican que el cis-Pt produce efecto
radiosensibilizador genotdxico asi como efecto radiosensibilizador en términos de
citotoxicidad.

En lo que respecta a la relacion entre genotoxicidad y citotoxicidad en el
grupo irradiado, se observa en las curvas sobrepuestas con estos dos parametros
que el primer pico de frecuencia de induccion de RET-MN fue mas alto y que no
se asocia con la citotoxicidad de manera tiempo dependiente. Sin embargo, en el
grupo irradiado pretratado con cis-Pt, se observa que el pico de induccion de
RET-MN mostrado a las 24 h, se asocia con la citotoxicidad. Lo anterior puede

sugerir que las lesiones inducidas por la radiacion en el ADN modificado con cis-
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Pt fueron diferentes y mas citotoxicas que las inducidas en un ADN no
modificado. Los resultados del presente estudio indican que la radiacion gamma
aumenta las lesiones dificiles de reparar y aumenta la muerte celular en células
con su ADN modificado con cis-Pt.

El cis-Pt se esta utilizando como agente radiosensibilizador en tratamientos
como el cancer cérvico uterino o el cancer de cabeza y cuello (Cetina et al., 2006;
Szturz et al., 2017), sin embargo utilizan dosis altas tanto de cis-Pt como de
radiacion, lo que conlleva a que los pacientes tengan reacciones secundarias
como mielosupresion y nefrotoxicidad entre otras. En el presente estudio se
observd, que bajo estas condiciones experimentales las dosis bajas de cis-Pt y
radiacion pueden causar efecto radiosensibilizador, similar al de la BrdU en sus
consecuencias genotoéxicas, no obstante produce menor efecto radiosensibilizador
en sus consecuencias citotoxicas Posiblemente identificando las dosis de cis-Pt y
de radiacion, asi como el tiempo que transcurre entre la administracion de ambos
agentes se podrian obtener mejores resultados, los cuales podrian disminuir los
efectos secundarios en los pacientes. Se requieren mas estudios para proponer

un protocolo tedrico.

9.3 Bromodesoxiuridina vs. Cisplatino

La cinética de induccion de RET-MN indica que la radiacibn aumenta su
efecto tanto en el ADN que tienen incorporado BrdU como en el ADN que se
encuentra modificado con cis-Pt. Y que este efecto se observé a las 48 h en
ambos casos. En el grupo pretratado con BrdU o con cis-Pt previo a la irradiacion

el IR dio en el primer caso un valor de 1.75 y en el segundo de 1.6, siendo
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similares lo que indicaria que ambos agentes pueden tener efecto
radiosensibilizador similar en sus consecuencias genotoxicas.

Es importante notar la participacion de los € ,q producidos por la accion
indirecta de la radiacion, cuando actian en un ADN con BrdU incorporado o en un
ADN modificado con cis-Pt, ya que en ambos casos se ha reportado que ocurre la
formacion de enlaces cruzados (Cecchini et al., 2004; Lu et al., 2007; Bao et al.,
2014). En estudios previos con altas dosis de agentes inductores de enlaces
cruzados como el cis-Pt, busulfan y bis-cloroetil nitrosourea (Morales-Ramirez et
al., 2004b), mostraron que el ultimo pico de induccion de MN ocurria de las 46 a
las 48 h. Siendo a este tiempo en el que se observo el efecto radiosensibilizador
producido por la radiacibn gamma en células que tienen su ADN sustituido con
BrdU y en células con su ADN modificado con cis-Pt. Los enlaces cruzados
podrian ser las lesiones que estan produciendo el efecto sinérgico en ambos
casos.

En términos de citotoxicidad, la BrdU mostr6 un evidente efecto
radiosensibilizador en comparacién con el cis-Pt, por lo que se podria considerar
a la BrdU como un mejor agente inductor de radiosensibilizacion debido a que
radiosensibiliza a las células tanto en sus consecuencias genotoxicas como en

SUS consecuencias citotoxicas.
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10. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos con ambos modelos experimentales in vivo

permitieron obtener las siguientes conclusiones:

10.1 Bromodesoxiuridina

10.1.1 Se reveld una dramatica radiosensibilizacion in vivo de las
células cuando tienen su ADN sustituido con BrdU, comparadas con las células

no sustituidas, tanto en células en proliferacién como en las que no lo estan.

10.1.2 Se obtuvo la primera evidencia in vivo, de que las células en
proliferacion que tienen su ADN substituido con BrdU, son particularmente

sensibles a la accion de la radiacion.

10.1.3 La radiacion puede causar un leve efecto aneugénico tanto en
células con su ADN sustituido con BrdU como en las no sustituidas, evidenciado

mediante el analisis genotoxicocinético.

10.1.4 Las rupturas en el ADN substituido y no substituido con BrdU
que causan MN, parecen ser producidas por la radiacion gamma a través de dos
mecanismos principales, probablemente debidos a fallas en la reparacion por

escision y recombinacion.
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10.1.5 El dafio inducido durante el ultimo pico de induccion de RET-
MN, se incrementd debido a la incorporaciéon de BrdU, y probablemente esta
asociado a la formacion de enlaces cruzados, de acuerdo con estudios

previamente publicados.

10.1.6 Todos los mecanismos de induccion de rupturas por la
radiacion en el ADN sustituido con BrdU parecen estar correlacionados con

citotoxicidad.

10.1.7 La citotoxicidad del primer pico principal de radioinducciéon de
RET-MN es BrdU dependiente, indicando que una lesion radioinducida en el ADN
substituido con BrdU es mas citotdxica o que se incrementa el nimero de lesiones

dificiles de reparar.

10.2 Cisplatino

10.2.1 Se determiné que el cis-Pt causa a los 40 minutos la maxima
induccion rupturas en el ADN, las que muy probablemente sean causadas por la
presencia de sitios AP, labiles al alcali que fueron generados durante la
reparacion de los aductos y/o al producto de rupturas producidas por estrés

oxidante.
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10.2.2 En el ADN modificado con cis-Pt aumenta el numero de
lesiones producidas por la radiacion in vivo, cuantificados en las cinéticas de

genotoxicidad.

10.1.3 La irradiacion de células pretratadas o no con cis-Pt in vivo
indujeron dos picos mayores en la curva de RET-MN contra tiempo, evidenciando
dos mecanismos principales de induccion de MN. Probablemente

correspondientes a fallas en la reparacion por escision y recombinacion.

10.2.4 El pretratamiento con dosis bajas de cis-Pt incrementd la
sensibilidad a la induccion tardia de MN in vivo a dosis bajas de radiacion,
probablemente a la induccién de enlaces cruzados intercadena, previamente

reportados.

10.2.5 En ratones irradiados pretratados con cis-Pt, el segundo

mecanismo de induccion de MN se asocia con el incremento en la citotoxicidad.
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The aim of the present study was to characterize the
in vivo radiosensitizing effect of a very low dose of
bromodeoxyuridine (BrdU) in mice exposed to low-
dose radiation by establishing the following: (1) the
radiosensitizing effect during DNA synthesis using
single<cell gel electrophoresis (SCGE) in murine bone
marrow cells, and (2) the number and timing of the
mechanisms of genotoxicity and cytotoxicity, as well
as the correlation of both end points, using flow cyto-
metry analysis of the kinetics of micronucleus induc-
tion in reficulocytes. Groups of mice received
intraperitoneal injections of 0.125 m%/g of BrdU
24 h prior to irradiation with 0.5 Gy of ®°Co gamma
rays. DNA breaks measured using SCGE were deter-
mined at 30 min affer exposure to radiation. The
kinetics of micronucleated reficulocyte (MN-RET)

induction was determined every 8 h after irradiation
up to 72 h. The results from both experimental
models indicated that low-level BrdU incorporation
into DNA increased the sensitivity to 0.5 Gy of radia-
tion, particularly in the S phase. The formation of
micronuclei by gamma rays was produced at three
different times using two main mechanisms. In the
BrdU-substituted cells, the second mechanism was
associated with a high cytotoxic effect that was
absent in the irradiated BrdU-unsubstituted cells. The
third mechanism, in which micronucleus formation
was increased in irradiated substituted cells com-
pared with the irradiated nonsubstituted control cells,
was also related to an increase in cytotoxicity. Envi-

ron. Mol. Mutagen. 60:534-545, 2019.  © 2019
Wiley Periodicals, Inc.

Key words: Radiosensitization; BrdU; gamma rays; micronuclei; comet assay

INTRODUCTION

Early evidence that BrdU sensitizes DNA to the induction
of damage by ionizing radiation was obtained in Escherichia
coli, in which BrdU causes an increase in double-strand
breaks and lethality [Kaplan 1966]; in Drosophila, in which
BrdU causes an increase of dominant lethality and sex-linked
recessive lethality in the premeiotic stage [Rajaraman and
Kamra 1973, 1974]; and also in mammalian cells, in which
BrdU causes an increase in chromosomal damage [Dewey
and Humphrey 1965]. Using sister chromatid exchange
(SCE) analysis in murine bone marrow cells in vivo, we dem-
onstrated that BrdU sensitizes cells to SCE induction by
gamma radiation, causing persistent lesions [Morales-
Ramirez et al. 1984a]. This result suggests that lesions caused
by ionizing radiation in BrdU-substituted DNA are very toxic
and not easily repaired [Morales-Ramirez et al. 1984a; Fujii
et al. 2013], thereby causing cell death or at least blocking cell

division [Morales—Avila etal. 2010].

© 2019 Wiley Periodicals, Inc.

Previous results have allowed us to approach a possible
strategy for bone marrow ablation or cancer therapy by
determining the action of BrdU incorporation into DNA of
bone marrow cells on the genotoxic and cytotoxic effects
of samarium-153 ethylene-diamino-tetramethylene pho-
sphonate [Morales—Avila et al. 2010]. We observed that
3Sm-EDTMP caused lesions in the BrdU-substituted
DNA that could not easily be repaired, killing normoblasts
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by blocking cell division and eliminating the possibility of
micronucleus formation. This finding suggests that high
doses of BrdU and radiation do not allow discernment of a
correlation between DNA damage and cell viability.

Because information on radiation sensitization could be
applied in radiotherapy, it is important to use in vivo
approaches to determine the effects of real doses and dura-
tions of exposure [Morales-Ramirez et al. 2017; Hentosh
and Peffley 2010]. The unsuccessful therapeutic use of BrdU
may have resulted from the use of high BrdU and radiation
doses. BrdU is considered a potent radiosensitizing agent,
and conventional fractionated accumulated irradiation doses
between 45 and 66 Gy were used [Robertson et al. 1997;
Hegarty et al. 1990; Matsutani et al. 1988] that could be very
toxic for the organism. No experimental studies in vivo have
addressed radiosensitization using low BrdU and radiation
doses below 1.0 Gy [Miller et al. 1992].

In addition to considering that biological processes are
very dynamic, it is important to establish strategies that
allow us to observe responses over time to approach the
complexity of the post-treatment process. We proposed to
use the kinetics of micronucleus induction in normoblasts
in vivo as a strategy to establish the genotoxic profiles by
measuring the increment of micronuclei in polychromatic
erythrocytes or reticulocytes as a function of time after
treatment [Morales-Ramirez et al. 2014]. This procedure
can be accomplished by collecting small samples of blood
from the tails of mice. Several parameters of genotoxic
action can be followed, such as the presence of one or sev-
eral peaks of MN induction, suggesting that the induction
of DNA breaks occurs via one or many mechanisms. The time
required for the maximal induction(s) could be related to the
possible mechanisms involved. Additionally, in the same
blood samples, it is possible to quantify the cytotoxicity and
correlate this with the genotoxic findings. These parameters
permit the establishment of a profile of the response
[Morales-Ramirez et al. 2017] and even determine the interac-
tions of various agents [Morales-Ramirez et al. 2010].

However, the DNA breaks induced in proliferating cells
are not easily determined because DNA breaks produced
during DNA synthesis (Okazaki fragments) cannot be dis-
tinguished from those produced by radiation. Here, we pro-
pose a strategy that allows measurement of the increase in
DNA break induction due to combined treatment with
BrdU and gamma rays in proliferating murine bone marrow
cells in vivo using single-cell gel electrophoresis, an assay
that permits the determination of DNA damage production
shortly before treatment.

The aim of the present in vivo study was to characterize the
radiosensitizing effect of a very low dose of BrdU in mice
exposed to low-dose radiation by determining the radio-
sensitizing effect during DNA synthesis in BrdU-substituted
cells using single-cell gel electrophoresis (SCGE) assays of
murine bone marrow cells and by establishing the number and
timing of mechanisms involved in DNA break induction and
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cytotoxicity and the correlation of both end points, using the
cytometric analysis of the kinetics of micronucleated reticulo-
cyte (MN-RET) induction.

MATERIALS AND METHODS

SCGE Assay Protocols

Protocol A

An experiment comparing bone marrow cell and leukocyte
basal tail migration was performed with the aims of determin-
ing (1) the impact of cell proliferation on tail migration, (2) the
tail migration limit to distinguish damaged from undamaged
cells, and (3) the degree of damage in damaged cells rather than
the average of damaged and undamaged cells, thereby increas-
ing sensitivity. This is based on bone marrow cells and leuko-
cytes are similar in DNA size but differ in that leukocytes are in
Go phase, whereas in bone marrow, there are a percentage of
cells in S phase shown by Okasaki DNA fragments. This mea-
surement was performed by collecting samples of peripheral
blood and bone marrow from untreated groups of five mice.
This assay allowed us to determine whether the damage was
induced mainly in nondividing cells or cells in S phase.

Protocol B

Four groups of ICR male mice weighing approximately
30 g were subjected to the following treatments, where
zero is the time of BrdU administration.

Experimental group: BrdU adsorbed onto activated char-
coal was administered intraperitoneally at time zero. The
dose of BrdU was 0.125 mg/g of body weight. At 24 h
after BrdU administration, the animals were exposed to
0.5 Gy of ®®Co gamma rays, and bone marrow cells were
collected 30 min after irradiation.

BrdU group: BrdU adsorbed onto activated charcoal was
administered intraperitoneally at time zero. The BrdU dose
was 0.125 mg/g of body weight, and the bone marrow cells
were obtained at 24 h after BrdU administration.

Radiation group: The animals were individually exposed
to 0.5 Gy of ®*Co gamma rays at 24 h, and the bone mar-
row cells were collected 30 min later.

Control group: Untreated control bone marrow cells
were collected at 24 h.

Micronucleus Assay Protocol

Three groups of male ICR mice weighing approximately
30 g were subjected to the following treatments, where
zero was the time of radiation exposure.

Experimental group: BrdU adsorbed onto activated char-
coal was administered intraperitoneally 24 h before radiation.
The dose of BrdU was 0.125 mg/ég of body weight. The ani-
mals were exposed to 0.5 Gy of ®Co gamma rays. A 25-pl
blood sample was collected from the tail before irradiation and
every 8 huntil 72 h after irradiation.
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BrdU group: BrdU adsorbed onto activated charcoal was
administered intraperitoneally 24 h before time zero. The
dose of BrdU was 0.125 mg/g of body weight, and a 25-pl
blood sample was collected from the tail vein 24 h before
BrdU administration and every 8 h after until 72 h after
BrdU administration.

Radiation group: The animals were individually exposed
to 0.5 Gy of ®°Co gamma rays at time zero, and a 25-pl
blood sample was collected from the tail vein before irradi-
ation and every 8 h after for 72 h.

The blood samples collected from each mouse before
treatment were used as control samples.

Chemicals

The chemicals used in these experiments were purchased from
the following suppliers: agarose and low-melting point agarose
(LMP Gibco BRL, Gaithersburg, MD); BrdU, Tris, sodium chlo-
ride, N-lauryl-sarcosine, dimethyl sulfoxide, potassium chloride
EDTA, Triton X-100, sodium hydroxide and ethidium bromide
(EtBr) Sigma Chemicals (St. Louis, MO); ribonuclease A
(RNase), propidium iodide MP (Biomedicals France); and FITC
mouse anti-Rat CD71 (anti-CD71-FITC) (BD Pharmingen).

Animals

Three-month-old ICR albino male mice (Harlan) weighing
approximately 30 g and maintained in our laboratory were used.
The animals were maintained in plastic cages with sawdust bed-
ding under controlled temperature (23-25°C) and light—dark
cycle (12-h periods) conditions. The animals were fed Purina
Chow and tap water ad libitum. The protocols were reviewed
and approved by the Internal Committee of Care and Use of Lab-
oratory Animals (CICUAL), which oversees the ethics of
research involving the use of animals and the welfare of animals.

BrdU Administration

BrdU that had previously been adsorbed onto activated char-
coal [Morales-Ramirez 1980] was intraperitoneally adminis-
tered at a dose of 0.125 mg/g body weight. For reference, this
BrdU dose represents approximately one tenth of that required
for sister chromatid differential staining of bone marrow cells
under the same administration conditions [Morales-Ramirez
et al. 1984b]. As an analogy, the dose of BrdU in culture per-
mitting sister chromatid differential staining in vitro is
1x10°M [Perry and Evans 1975]; at this dose, 20-30% of
thymidine is substituted with BrdU [Lawrence et al. 1990; Ling
and Ward 1990]. Assuming proportional BrdU incorporation
in the present study, approximately 2—-3% of the thymidine was
substituted with BrdU.

Irradiation Conditions

The dose rate was 0.22 Gy/min, and the total adminis-
tered dose was 0.5 Gy. The exposure rate was confirmed
by thermoluminescent dosimetry.

Single-Cell Gel Assay
Peripheral Blood

To acquire peripheral blood samples, the mice were confined
in plastic containers through which their tails were extended. A
small fragment was cut from the end of the tail, and two blood
samples of 4 pL. each were obtained and suspended in a micro-
centrifuge tube with 1 mL of Hank’s solution.

Bone Marrow

The animals were sacrificed by cervical dislocation, a
femur was dissected, and the bone marrow was obtained
by injecting 1.0 mL of cold Hank’s solution into one end
of the bone. A total of 15 pL of the cell suspension was
diluted in 1.0 mL of Hanks solution and kept on ice.

Processing Samples

A slightly modified basic alkaline technique [Singh et al.
1988] was used [Eriksson and Nygren 1995]. Briefly, 4 pL of
blood or diluted bone marrow sample was centrifuged at
2500 rpm for 10 min at 5°C. The pellet was resuspended in
100 pL of low-melting-point agarose and added to a slide with
a dry layer of agarose. Finally, a low-melting-point agarose
layer was added. The slide was then immersed in a lysis solu-
tion for 1 h at 4°C in the dark. Then, the slides were exposed to
the alkaline buffer for 40 min to allow for unwinding of the
DNA chains and transformation of the alkali-labile sites into
DNA breaks. Next, an electric current was applied at 25 V and
300 mA for 40 min via a power supply (PS250-1, Techware
Sigma Milliamp, USA). All steps were conducted under low-
light conditions to prevent additional DNA damage. The slides
were removed, Tris buffer (0.4 M, pH 7.5) was carefully added
dropwise to neutralize the excess alkali, and the slides were
then rinsed three times for 5 min each. Finally, the slides were
dehydrated by immersion in cold pure methanol, placed on a
flat surface to dry, and maintained in a closed box at room tem-
perature. Prior to staining, the slides were rehydrated with Tris
buffer. Each slide was stained with 70 pL of ethidium bromide
(2.0 pg/mL) and covered with a clean coverslip. The slides
were kept in a humidifier and scored within 24 h of staining.

Damage Index

The samples were analyzed with the Comet IV program
(Perceptive Instruments). DNA damage was measured in
terms of tail migration. Fifty randomly selected cells were
scored along the exposed zone on each of two slides, and
100 cells per mouse were imaged using a fluorescence
microscope with an excitation filter of 546 nm, a barrier fil-
ter of 590 nm and a 25X objective. The frequency of cells
with tail migration ranges of 10 or 20 pm was determined
in each sample.



Cytometric Analysis of MN-RET
Sample Preparation [Cervantes-Ros et al. 2012]

Blood samples of 25 pL. were collected from tail veins
into tubes with 25 pL. of sodium heparin as an anticoagu-
lant and then diluted 1:2 in bicarbonate-buffered saline
solution (BBS; 0.9 g NaCl +0.0444 ¢ NaHCO3 in 100 mL
of distilled water). A 100-pl aliquot from the diluted sam-
ple was fixed by vortexing in cryogenic tubes containing
2 mL of ultra-cold methanol (—70°C). The samples were
kept at the same temperature in an ultracold freezer.

Staining and Marking the Cells

The samples were resuspended, and 1 mL of the fixed
cells was diluted 1:7 with BBS at 4°C and centrifuged at
600 g for 5 min at 4°C. The supernatant was discarded,
and the precipitate was resuspended in 100 pL of the
supernatant; 25-pl aliquots were placed in two Falcon tubes
for cytometry. One tube containing only 80 pL of RNase A
(1 mg RNase/ml) was used to evaluate autofluorescence.
The other tube contained 80 pL of RNase plus 5 pL of
antibody (anti-CD71-FITC) to mark reticulocytes. The
samples were incubated twice, first for 40 min at 4°C and
then for 90 min at 22°C. Next, 500 pL of BBS was added
to each tube, and the tubes were kept in the dark at 4°C
overnight. The samples containing antibody were stained
for 15 min before flow cytometry with 2 pL of propidium
iodide to detect DNA in reticulocytes.

MN-RET Quantification

RET with or without MNs was scored using a
FACSCalibur (Becton & Dickinson, cytometry Systems)
equipped with an argon laser at 488 nm. The Cell Quest
program was used to obtain 1 X 10° events (total cells).
Then, WinMDI 2.9 was used to analyze the data. Anti-
CD71-FITC and propidium iodide were detected in chan-
nels FLL1 and FL2, respectively. Gating was performed
according to Hamasaki et al. [2007] to allow us to distin-
guish RET and erythrocytes. The number of RET analyzed
for the presence of MN ranged from 7400 to 30,000 per
sample time [Hamasaki et al., 2007].

ABC Index

The area beneath the curve MN-RET vs. time was deter-
mined as an index of the total MN-RET induction using
the Origin Pro8 program. This was also used to measure
the total induction MN-RET in a time period.

The ABC of cytoxicity was determined assuming that
the basal frequency of RET was maintained along the
experiment, and this area represents a 100% of viability,
and the cytotoxicity was calculated as a reduction of this
area by the treatments along the time. This was calculated
by using the Origin Pro8 program.
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Statistics

We determined if the data were parametric using the
Shapiro—Wilks test. For the MN-RET results, the paired
Students’ t-test was used to establish significant differences
between different times for each mouse. Students’ t-tests
and P < 0.05 were used to identify significant differences
between groups. The significant difference of cell frequen-
cies for tail migration ranges by different treatments was
determined by Kruskal-Wallis test, P < 0.05.

RESULTS
Comet Assay Response

Figure 1 shows the distribution of cell frequencies as
percentages with respect to tail migration in pm for
untreated leukocytes and bone marrow cells (protocol A).
Leukocytes in the peripheral blood had tail migrations
ranging from O to 20 pm, with a minimal induction of
30-pm tail migrations. By contrast, bone marrow cells
exhibited greater dispersion ranging from 0 to 160 pm. The
undamaged cells appeared to have migrations from O to
20 pm; these cells represented 75% of the total population in
bone marrow and 98% in leukocytes. In the small graph, the
same curve is shown but with a smaller range of frequencies
to focus on the distribution of larger tail migrations in bone
marrow cells. This curve indicates that the range of tail
migration in the bone marrow was from 40 to 160 pm with a
maximal induction at 90 pm, due to the DNA fragments
generated during DNA synthesis. Therefore, tail migration
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Fig. 1. Frequency of nucleoids with different tail-migration ranges (pum)
from in vivo untreated leukocytes (nondividing cells) and bone marrow
cells. Most leukocytes had tail migrations of less than 20 pm, whereas the
tail migrations of bone marrow cells ranged from 30 to 160 pm, with a
maximum of 90-100 pm. This result is more clearly observed in the small
panel.
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TABLE I. Effect of BrdU incorporation into DNA on damage
induced by gamma radiation

% Cells with

™ > 20 Increase - BrdU

pm x + SD (— control) treated RI
Untreated Control 16.6 £+ 8.1
BrdU (0.125 mg/kg) 314 +£7.7* 14.8
Rad (0.5 Gy) 17.8 £ 6.8 1.2
BrdU + Rad 472 +£2.7* 30.6 15.8 13.2
TM: Tail migration; RI: Radiosensitization Index = (BrdU+Rad -

BrdU) /Rad.
“Statistics significant vs. control group. Students’ t-test P < 0.05.

appeared to be a convenient index to distinguish DNA
breaks due to damage induced in both dividing and nondi-
viding cells from those caused by DNA synthesis.

Table I shows the percentage of cells with DNA damage
obtained from experimental protocol B by measuring the fre-
quency of cells with tail migration higher than 20-pm dam-
age 30 min after irradiation. The data indicate a synergic
effect of BrdU incorporation and irradiation. Only the

15
Control
83.4% Cells< 20 pm

10
2]
®
€
o]
O
2

5 4

T T T T
61-80 81-100 101-120 121-140 141-160 161-180
Tail migration (um)

21-40

41-60

15 4

BrdU
68.6% Cells< 20 pm

10 4

% Comets

81-100 101-120 121-140 141-160 161-180

61-80
Tail migration (um)

21-40  41-60

groups treated with BrdU alone (31.4 £ 7.7) and irradiated
after BrdU incorporation (47.2 £ 2.7) were significantly dif-
ferent from the control (16.6 + 8.1). The radiosensitizing
index (RI) was defined as the damage rate caused by radia-
tion in the BrdU-substituted DNA with respect to the
unsubstituted DNA. The increment in the percentage of
damaged cells caused by radiation in the BrdU-substituted
DNA was calculated by subtracting the percentage of comets
caused by pretreatment with BrdU alone from the percentage
of comets in the group pretreated with BrdU and irradiated.
The damage in the unsubstituted DNA caused by radiation
was calculated as the increment of damaged cells in the
group treated only with radiation. The index was approxi-
mately 13.2, indicating a very high radiosensitizing effect
of BrdU.

Figure 2 shows histograms of the bone marrow cell fre-
quency distribution by tail migration higher than 20 pm
(cells with DNA breaks) from untreated mice and mice
treated with radiation, BrdU, or both according to protocol
B by assessing damage 30 min after irradiation. In the
untreated control group, cells exhibited tail migrations
greater than 20 pm and less than 100 pm; most of the cells
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Fig. 2. Frequency of cells with DNA breaks, as indicated by tail migrations greater than 20 pm for cells from untreated
mice, mice with BrdU-substituted DNA, and cells scored 30 min after irradiation of untreated or BrdU-pretreated mice.
There are increases in the number and range of damaged cells in the group of mice irradiated after BrdU incorporation.
The asterisks represent statistical significance with respect to the control. Kruskal-Wallis test, P < 0.05.



[ Unsustituted DNA
I BrdU sustituted DNA

Comets (%)

21-40

41-60 61-80  81-100 101-120 121-140 141-160

Tail migration (pm)

Fig. 3. Increase in damaged bone marrow cells from mice pretreated or
not with BrdU. The average increase in damaged cells in the group
irradiated after BrdU incorporation was higher than that in cells that were
only irradiated. The data represent the results shown in Figure 2 after
subtracting the respective controls. From the radiation-only group, the
frequency of the untreated control was subtracted; from the combined
group, the control value and increment observed in the BrdU-treated
group were subtracted.

were within the subrange of 61 to 80 pum. These cells with
DNA breaks likely represented cells undergoing DNA syn-
thesis. In the group treated with BrdU, most tail migrations
were greater than 20 and up to 100 um; only the range
from 41 to 60 pm showed a significant difference com-
pared with that of the control bars. The group treated with
0.5 Gy of radiation exhibited tail migrations mainly
between 20 and 80 pum, but any range was significantly dif-
ferent from that of the control. The graph of cells from the
mice treated with BrdU and subsequently exposed to radia-
tion indicated that nearly 47.2% of the cells were damaged,
and their tail migrations were mostly greater than 21 pm,
reaching up to 140 pm. The values of the bars were signifi-
cantly different compared with all the comparable ranges
of the control except for the 61-80 pm range.

The histograms of cells with different tail migrations were
difficult to compare in terms of damage induced by gamma
rays in unsubstituted and substituted DNA due to the fre-
quency of cells with DNA breaks in the controls and with
damage caused by BrdU substitution. Figure 3 shows the
results of subtracting the control values from those of the irra-
diated group and subtracting both the control group and BrdU
group frequencies from those of the group treated with both
BrdU and radiation. These operations eliminate the basal fre-
quency of breaks (Okazaki fragments) and the effect of BrdU
per se. These curves more clearly indicate that the mice irradi-
ated after BrdU incorporation had higher frequencies of
comets than the irradiated mice without BrdU pretreatment.
The combined treatment caused an increase in comets both in
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cells with low damage (2040 pm) and in cells with high
damage (up to 140 pm), likely corresponding to nondividing
cells and cells in DNA synthesis, respectively. Considering
that long tails represent more damage, this finding implies that
cells in DNA synthesis are much more sensitive.

The RI calculated by considering the percentage of dam-
aged cells (Table I), was an underestimation because long
tail migration represents a higher number of lesions, and
the results indicated that irradiated BrdU-substituted cells
showed tail migrations from 61-80 to 121-140 pm and that
irradiated cells with unsubstituted DNA showed a maximal
tail migration of 41-60 pm.

MN-RET Assay

Figure 4 shows the kinetics of MN-RET induction by
0.125 pmoles of BrdU per kg body weight, by 0.5 Gy of
gamma radiation, and by the combined treatment. The flow
cytometry results showed a radiation curve with three
peaks: one small early peak at 8.3 h, a higher peak at
29.9 h, and a late peak at 47.7 h. Comparison of the curves
from mice irradiated with or without pretreatment with
BrdU indicated that BrdU induced an important change in
the kinetics of MN-RET induction. The principal peak (sec-
ond) obtained by radiation was slightly reduced, and the
last peak (third) was increased. To quantify the increase in
MN-RET induction, the total area beneath the curve (ABC)
was measured, as well as the ABC in the range from 40 to
72 h, corresponding to the third peak. The results shown in

28
—e— Rad
—e— BrdU
—e — BrdU-Rad
- 214
w
s l
o *
o *
: A
N 44 4 /J
|_
s o
z L
= 4] 7 u &/ 1
o AV
1 * *
\2 N
=} *

10 20 30 40 50 60 70 80
Time (h)

-30 -20 -10 O

Fig. 4. Kinetics of MN-RET induction vs. time in mice treated with
BrdU, radiation or radiation after BrdU substitution. A total of 1 x 10°
events was counted by cytometry, and between 7000 and 20,000 RET
were scored for MN. The frequency was reported as MN-RET/2000 RET
to compare with our previous studies using microscopy. Asterisks
represent statistical significance adjusted at P < 0.05 according to paired
Students’ t-test: radiation from 8 to 48 h; BrdU-Rad from 8 to 64 h. The
points represent the average and standard error. Asterisks represent
statistical significance. Paired t test, P < 0.05.
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TABLE Il. Total area beneath the curve of MN-RET induction and in the range of 40-72 h for treatment with BrdU, radiation,

and both agents

ABC total ABC 40-72 h
Treatment X SD X SD Increase (-BrdU treated) RI
BrdU 68.3 35 23.1 16.4
Rad 534.1 130.9 125.2 14.5
BrdU+Rad 574.1™ 185 242.4% 94.6 219.3 1.75

ABC Rad vs. BrdU+Rad: total area ns; from 40 to 72 h *P < 0.05, Students’ t-test. Radiosensitization Index. RI = (BrdU+Rad) — BrdU/Rad.

Table II indicate that the total ABC for the group pretreated
with BrdU and irradiated did not differ significantly from
that of the irradiated group, whereas the ABC of the third
peak was twofold greater than that observed for irradiation
alone and showed a significant difference.

The frequency curves in % of RET vs. time for the three
groups are shown in Figure 5. The curve for the group treated
only with BrdU exhibited slight reduction with some fluctua-
tions and an increase at the end. The curve obtained by irradi-
ation showed a reduction from 24 to 60 h, with a maximal
reduction of 50% at 40 and 48 h; the frequency increased and
even exceeded 100% (zero time) after 64 h. The curve of
RET frequency for the group pretreated with BrdU and irradi-
ated showed an important reduction that was initiated 8 h after
irradiation and continued with the end of the experiment at
72 h; the maximal reduction occurred from 32 to 56 h. To
compare differences in cytotoxicity, the reduction of the ABC
of RET frequency vs. time was calculated, assuming a 100%
frequency throughout the experiment (Fig. 6). Treatment with
BrdU caused a 6.6% reduction in RET, whereas irradiation
caused a reduction of 15% and irradiation in mice pretreated
with BrdU caused a reduction of 47%, which is significantly
different from that of the controls of BrdU and radiation.
These results indicate that the BrdU dose used was not cyto-
toxic per se but was sufficient to cause significant sensitiza-
tion to radiation.

Comparison of the timing of the genotoxic and cytotoxic
effects indicated that they were similar but not equivalent.
To precisely correlate the geno- and cyto-toxicity, Figure 7
shows superposed curves of the increases in these end-
points. This figure indicates that the second peak is higher
in the BrdU-unsubstituted cells and is not related to time in
terms of cytotoxicity; however, after BrdU incorporation,
the breaks were slightly reduced, concomitant with a dra-
matic increase in cytotoxicity. The increase in the third
peak correlates with a very high increase in cytotoxicity,
which persisted long after MN-RET induction diminished.

DISCUSSION

Early in vitro and in vivo studies in mammalian cells have
reported BrdU-induced cell radiosensitization [Morales-
Ramirez et al. 1984a; Ling and Ward 1990; Morales-Avila
et al. 2010]. Although the mechanism of radiosensitization by

BrdU has not been completely established, previous studies of
BrdU-induced DNA radiosensitization reported that hydrated
electrons do not cause damage in natural DNA [Nabben et al.
1984]; however, these radicals appear to have a primordial role
in the damaged BrdU-substituted DNA [Greenstock and
Whitehouse 1992; Webb et al. 1993]. The "OH radical from
hydrogen peroxide does not appear to cause sensitization in
BrdU-substituted DNA [Webb et al. 1993], and evidence indi-
cates that hydrated electrons are produced at similar rates to
those of "OH radicals [Gantchev et al. 2011]. Studies examin-
ing radiosensitization have clearly focused on the role of the
bromine atom in this effect [Cecchini et al. 2004].

SCGE

The SCGE assay permits the study of the synergic effect
of BrdU on the capacity of radiation to induce more lesions
by measuring these lesions immediately. In a previous
in vitro study, the authors detect a significant increase in
damage after treatment with X rays using the Olive tail
moment but not the percent of DNA in the tail [Kruszewski
et al. 2012]. The Olive tail moment is defined as the prod-
uct of the fail length and fraction of total DNA in the fail
[Olive et al. 1990]. These results imply that the significant
difference in the tail moment depends on the tail length,
indicating that tail length and the analogous tail migration
are more convenient parameters.

The tail migration is an index with clear biological mean-
ing: The production of fragments of DNA whose migration
is dependent on the fragment size because smaller fragments
migrate farther. The analysis of basal tail migrations in bone
marrow and leukocytes showed that the maximal frequency
was less than 20 pm, thereby permitting damaged cells to be
distinguished by tail migrations greater than this length. Our
hypothesis was that the synergic effect of BrdU and radia-
tion could increase the number of damaged cells and lead to
an increase in tail migration in cells in DNA synthesis; the
results indicate that BrdU increases both damaged cells
(Table I) and tail migrations in damaged cells (Fig. 3).

Additionally, we could discern an increase in two levels of
damage after radiation exposure of BrdU-substituted cells:
(1) small tail migrations in the range of 20-60 pm that were
only slightly increased in irradiated BrdU-unsubstituted DNA
and (2) large tail migrations in the range of 60—160 pm only
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Fig. 5. Kinetics of cytotoxicity resulting from BrdU alone, irradiation
alone, or irradiation after BrdU incorporation. The analysis was performed
for 1 x 10° events, and RET reduction was the index of cytotoxicity. The
frequency at time zero was considered 100% viability. The asterisks
represent statistical significance, at P < 0.05, paired Students’ t-test.

Environmental and Molecular Mutagenesis. DOI 10.1002/em

Radiosensitizing Effect of a Very Low Dose of BrdU 541

4000
] 472 % *
3500
3000
2500
2000 +

1500

1000

Cytotoxicity (reduction of ABC)

500

0

BrdU

Rad BrdU + Rad

Fig. 6. Decrease in the ABC of frequency of RET vs. time during the
experimental period before recovery, as calculated from the curves shown
in Figure 3. Synergy was observed in cells that were irradiated after BrdU
substitution. The asterisks represent statistical significance with respect to
the BrdU and radiation groups, Students’ t-test P < 0.05.

increased in irradiated BrdU-substituted cells. These two
levels of damage probably represent damage in nondividing
cells and cells undergoing a DNA synthesis step, respectively;
the percentages of these types of cells were similar, although
the level of damage is higher in dividing cells considering that
the large tail migrations represent many breaks. Thus, these
results imply that BrdU-substituted DNA was more sensitive
during DNA duplication, which was consistent with previ-
ously reported findings in a cell-free system [Cecchini et al.
2004]. The authors of that study proposed that in vivo radio-
sensitization by BrdU would almost certainly be limited to
single-strand regions, such as those found in replication forks,
transcription bubbles, mismatched DNA, and possibly the
loop regions of telomeres [Cecchini et al. 2004]. Our in vivo
results demonstrated that BrdU sensitizes DNA to break
induction by 0.5 Gy of radiation during DNA synthesis as
well as in cells that are not in synthesis and agree partially
with the results obtained in the abovementioned study in a
cell-free system [Cecchini et al. 2004].

Micronucleus Assay

The micronucleus assay allowed the determination of the
long-term consequences of DNA break production. The
kinetic analysis of MN induction allowed us to establish
whether different processes participated in MN induction
based on the hypothesis that different mechanisms of DNA
breaks occur at different times [Morales-Ramirez et al. 2014].

The curves of the kinetics of MN-RET induction by
gamma rays obtained in the present study differ from the
kinetics previously obtained using microscopic analysis.
The previously obtained curves usually showed a single
peak at approximately 25 to 30 h, depending on the dose,
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Fig. 7 Comparison of genotoxic and cytotoxic induction curves with
respect to time in the radiation and BrdU-radiation groups. The data of
these curves were obtained from data of Figures 4 and 5.
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and a low shoulder. In the present study, three peaks were
observed: a small one at 8 h, a large one at 30 h, and a
medium-sized peak at 48 h. This finding may be due to dif-
ferences in the sensitivities of the methods used. The sensi-
tivity of cytometry is very high; when the cytotoxicity is
low, it is possible to score 20,000 cells, which is one order
of magnitude greater than scoring by microscopy and
allows the measurement of slight increases. An alternative
but not mutually exclusive explanation is that our previous
studies of unsubstituted DNA were performed in BALB/c
mice, which is a radiosensitive strain; thus, the additional
peaks observed in the present study could represent the
expression of some process present in the ICR strain that is
not present in BALB/c mice [Mukherjee et al. 2014].

In the cells with BrdU-substituted DNA, three peaks were
observed after irradiation. The first peak was small and could be
explained by the previously reported aneuploidogenic effect of

radiation [Hande et al. 1996], in agreement with our previous
studies in which the micronuclei induced by aneuploidogens
appear early [Morales-Ramirez et al. 2004a]. The second peak
was lower in terms of the area beneath the curve than that
induced in BrdU unsubstituted DNA, but the results were not
statistically significant and probably represent the breaks induced
by debromination of the incorporated BrdU [Cecchini et al.
2004]. The third peak showed a significant increase with respect
to unsubstituted DNA and could represent the consequence of
the formation of crosslinks [Cecchini et al. 2005] or nucleotide
mismatches [Cecchini et al. 2005; Hu et al. 2004].

There is evidence that BrdU substitution can generate tau-
tomeric forms, which, in turn, can produce mismatches
[Hu et al. 2004], and mismatch sites are prone to subsequent
interstrand crosslink induction by radiation [Cecchini et al.
2005]. These data indicate that, in addition to BrdU substitu-
tion, the conformational state determines the sensitivity and
lesion type. Under these circumstances, the crosslinks that are
induced in mismatched sites of single-strand BrdU-substituted
regions could be the lesions involved in DNA break produc-
tion; the unresolved mismatches may also produce DNA
breaks, such as in the case of pseudomismatches induced by
MNU [Armstrong and Galloway 1997], resulting in the pro-
duction of micronuclei in the subsequent division [Morales-
Ramirez and Vallarino-Kelly 1999]. Evidence from a cell-free
system indicates that radiation-induced crosslinking in BrdU-
substituted DNA occurs preferentially in mismatches with
specific nucleotide sequences [Dextraze et al. 2009].

Regarding the possibility of crosslinks induced by radiation
in BrdU-substituted DNA, in the present study, radiation sig-
nificantly increased the third peak of MN induction in BrdU-
substituted cells with respect to unsubstituted cells. To discern
the timing of micronucleus induction, we proposed using the
time of relative maximal induction (Trmi) [Morales-Ramirez
et al. 2014], which represents the difference in the time of
maximal induction by some agents with respect to the maxi-
mal induction by ionizing radiation because radiation acts
directly without requiring pharmacokinetic processes, in con-
trast to chemical agents. In the present study, the third peak
showed a Trmi of 18 h. In a previous study, higher doses of
cisplatinum, busulfan, and bis-chloroethyl nitrosourea showed
a later peak of MN induction between 46 and 48 h [Morales-
Ramirez et al. 2004b]. These results represent a Trmi for these
crosslinking agents of 21.3-22.3 h, near the Trmi of the third
peak of MN induction by radiation in BrdU-substituted DNA.
This third peak with the BrdU-substituted DNA is accompa-
nied by greater cytotoxicity than with the unsubstituted DNA.
This result is consistent with the abundant crosslinks likely
resulting in high cytotoxicity.

To compare the effect of BrdU incorporation into DNA with
the cytotoxicity caused by radiation, we calculated the reduc-
tion of the ABC of RET vs. time, where 100% represented no
change from the frequency obtained at time zero over the 72 h.
The percentages of cytotoxicity were 6.6, 15.3, and 47.2% for
BrdU, radiation, and BrdU plus radiation, respectively. This



result indicates that BrdU causes important radiosensitization
that is statistically significant.

Regarding the relationship between genotoxicity and cyto-
toxicity, the superposed curves of the increases in these end-
points revealed that the peaks of cytotoxicity are slightly
delayed. The second peak of MN-RET was higher in BrdU-
unsubstituted cells and was not associated with cytotoxicity in
a time-dependent manner. However, after BrdU incorpora-
tion, the breaks in this peak were slightly reduced, and there
was a dramatic increase in cytotoxicity. This difference indi-
cates that the lesions induced by radiation in BrdU-substituted
DNA were different and much more cytotoxic. Alternatively,
these lesions could be related to simple breaks caused by
debromination of the incorporated BrdU, that are five times
more abundant than those induced in unsubstituted DNA
[Cecchini et al. 2005]. The number of lesions could saturate
the repair process and cause cell death. Concerning the
increase of the MN-RET in the third peak, there is a concomi-
tant increase in cytotoxicity that could be the result of a DNA
crosslinking production; cross-links represent one of the most
toxic types of DNA damage for proliferating cells [Cecchini
et al. 2005].

Overall, BrdU appeared to be an excellent radiosensitizing
agent and should have additional therapeutic applications.
However, to date, it has been used only in brain tumors
[Kinsella et al. 1984; Phillips et al. 1991] using high doses and
radiation with conventional fractionated accumulated irradia-
tion doses between 45 and 66 Gy [Matsutani et al. 1988;
Hegarty et al. 1990; Robertson et al. 1997], a combination that
is very toxic to the organism. Identifying optimal doses of both
BrdU and radiation might provide better therapeutic outcomes
that minimize side effects. These and other limitations have
restricted the therapeutic use of BrdU [Prados et al. 1998]. A
strategy to improve therapeutic protocols could be long-term
continuous BrdU incorporation with low doses sufficient to
substitute a certain low percentage of DNA in all cancer cells
but without deleterious effects in the patient, followed by
treatment with a lower dose of radiation than that used in the
previous studies. Additionally, this strategy could improve the

action of directed radiopharmaceuticals [Morales-Avila et al.
2010]. More studies are required to propose a theoretical
protocol.

CONCLUSIONS

The results obtained in both experimental models in vivo
led to the following conclusions: (1) low BrdU incorporation
into DNA increases the sensitivity to low doses of radiation
in vivo; (2) SCGE, in particular, revealed the dramatic radio-
sensitization of cells with BrdU-substituted DNA in vivo com-
pared with unsubstituted cells for both proliferating and
nonproliferating cells and demonstrated increases in the fre-
quencies of damaged cells and breaks (tail migration ranges);
(3) this study is the first to provide in vivo evidence that
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proliferating cells with BrdU-substituted DNA are particularly
sensitive to radiation, which is consistent with evidence
obtained in cell-free systems that single-stranded BrdU-
substituted DNA is more radiosensitive; (4) radiation of both
unsubstituted and BrdU-substituted DNA seems to cause
slight induction of MN through an aneugenic mechanism;
(5) persistent DNA breaks that caused micronuclei appear to
be produced by gamma rays through two main mechanisms;
(6) only damage induced during the late mechanism appears
to be increased by BrdU incorporation, and this mechanism,
according to previously reported studies, could be related to
crosslinks; (7) all mechanisms of DNA break induction in
BrdU-substituted DNA appear to correlate with cell cytotox-
icity caused by BrdU incorporation; and (8) irradiation after
BrdU incorporation increases the cytotoxicity of the first main
mechanism of MN induction, indicating that radioinduced
lesions in BrdU-substituted DNA are more cytotoxic or that
the increased number of lesions is difficult to repair.
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