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PROGRAMA

Lunes, dia 29 de Junio

09:00-09:45
09:45-10:00

10:00-11:00

11:00-11:30

SESION 1.

11:30-12:00

12:00-12:15

12:15-12:30

Entrega de documentacion
Inauguracién del Congreso

Conferencia invitada

Measurement of DNA oxidation and its repair with the
comet assay: recent developments

Dr. A.R. Collins

University of Oslo (Noruega)

Moderador: Dr. R. Marcos, Universitat Autonoma de
Barcelona

Café

Moderadora:
Dra M2.T. Roldan Arjona, Universidad de Cérdoba

Reparacién de dobles roturas en el ADN: cuando el
objetivo es unir extremos

Dra. E. Callén

Universitat Autonoma de Barcelona

La respuesta celular al dafio oxidativo es independiente de
la ruta FA/BRACA pero requiere de la activacion de
PCNA

Castillo P, Bogliolo M, Surrallés J.

Universitat Autonoma de Barcelona, CIBERER

Caracterizacion genética de pacientes de anemia de
Fanconi espafoles

Castella, M., E. Callén, J.A. Casado, M. Smit, R.M.L.
Vervenne-van Spaendonk, F. Lach, A.D. Auerbach, J.A.
Bueren, J. Surrallés Universitat Autonoma de Barcelona,
CIBERER, CIEMAT, VU University Medical Center,
Amsterdam, The Rockefeller University, New York
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12:30-12:45

12:45-13:00

13:30-14:45

SESION 2.

15:00-15:30

15:30-15:45

Busqueda de posibles blancos terapéuticos en anemia de
Fanconi mediante el uso de la protedmica diferencial

J. Villa, M. Castella, J. Surrallés

Universitat Autonoma de Barcelona, CIBERER

Acido félico y telomeros: ¢como se relacionan?
G. Hernandez Viedma, M.J. Ramirez, J. Surrallés
Universitat Autonoma de Barcelona, CIBERER

Comida

Moderadora:
Dra. A. Velazquez, Universitat Autonoma de Barcelona

El papel de la escision de bases en el mantenimiento del
genomay el epigenoma

Morales-Ruiz, T., Cordoba-Cafiero, D., Martinez-Macias,
M.l., Ponferrada-Marin, M.l., Ramiro-Merina, A., Hermoso,
R.R., Ariza, R.R., Roldan-Arjona, M.T.

Universidad de Cérdoba.

Reparacion por escision de bases en extractos celulares de
Arabidopsis thaliana

Coérdoba-Cafiero, D., Morales-Ruiz, T., Roldan-Arjona, T.,
Ariza, R.R.

Universidad de Cordoba

15:45-16:00 ROS1 es una 5-metilcitosina ADN glicosilasa con baja tasa de
recambio, e inicia la desmetilacién del ADN de forma distributiva

16:00-16:15

Ponferrada-Marin, M.I, Roldan Arjona, M.T, Ariza R.R.

Universidad de Cordoba

La fosfoesterasa AtZDP participa en una ruta de
desmetilacion activa de ADN en Arabidopsis thaliana
Martinez-Macias, M.1, Ariza R.R., Roldan Arjona, M.T.
Universidad de Cordoba
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16:15-16:30

16:30-17:00

SESION 3.

17:00-17:15

17:15-17:30

17:30-17:45

17:45-18:00

Estudio de la amplificacion génica en lineas celulares
humanas defectivas en los mecanismos de reparacion del
ADN

Ruiz-Herrera A, Smirnova A, Khouriauli L, Nergadze SG,
Mondello C, Giulotto E

Universita di Pavia, Italia. Universitat Autonoma de
Barcelona, Institut de Biotecnologia i Biomedicina (IBB),
Istituto di Genetica Molecolare, CNR, Pavia, Italia

Café

Moderador:
Dr. E. de la Pefia, CSIC, Madrid

El rol que juegan las DNA polimerasas de la familia Y en el
test de Ames

Fernandez de Henestrosa, A.R.

Laboratorio de Toxicologia, Esteve, Barcelona

Evaluacion de la contaminacion del litoral tunecino:
utilidad de la proteémica ambiental en Carcinus maenas
Ghedira J, Chicano-Gélvez E, Fernandez-Cisnal R, Banni M,
Boussetta H, Lopez-Barea J, Alhama J.

Institut Supérieur Agronomique de Chott-Mariem, Tunez.
Universidad de Cérdoba

Identificacién de proteinas con tioles sensibles a estrés
oxidativo en células HEPAL1-6

Jurado J, Fuentes-Almagro C, Prieto-Alamo MJ, Osuna-
Jiménez I, Pueyo C

Universidad de Cordoba

Mecanismos de genotoxicidad del arsénico. Estudios de
desregulacion génica en la linea celular hepatocitaria
HEPG2

Pastoret A., Sampayo-Reyes A., Hernandez A., Marcos, R.
Universitat Autonoma de Barcelona; Centro de
Investigaciones Biomédicas del Noreste, Monterrey, México;
CIBERESP
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Martes, dia 30 de Junio

SESION 4.

09:30-10:00

10:00-10:15

10:15-10:30

10:30-10:45

10:45-11:00

11:00-11:30

Moderador:
Dr. N. Xamena, Universitat Autonoma de Barcelona

El ensayo del cometa in vivo en Drosophila melanogaster
Aguado, L., Comendador, M.A.y Sierra, L.M.
Universidad de Oviedo, IUOPA

Genotoxicidad de algunos metales pesados en Drosophila
melanogaster

Carmona E.R., Guecheva T.N., Creus A., Marcos R.
Universitat Autonoma de Barcelona, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil, CIBERESP

Antigenotoxicidad, apoptosis y longevidad inducidos por
elementos de la dieta mediterranea

Fernandez-Bedmar Z, Anter J, Villatoro-Pulido M, Font R, Del
Rio-Celestino M, Carasatorre M, Mufoz-Serrano A, Alonso-
Moraga A, Campos-Sanchez J, Pérez-Guisado J.

Universidad de Cérdoba

Genotoxicidad ambiental de nanoparticulas

Porredon C, de Lapuente J, Gonzalez-Linares J, Coloma A,
Borras M

Parc Cientific de Barcelona

Revision de bioindicadores y métodos para la deteccion de
genotoxicidad en estudios ecotoxicoldgicos

GOmez M.T, Serret J, Ramos D, Sanna GL, Borras M.

Parc Cientific de Barcelona

Café
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11:30-12:30

12:30-12-45

13:30-14:30

SESION 5.

14:45-15:00

15:00-15:15

15:15-15:30

Conferencia invitada

Susceptibilidad genética en cancer colorrectal. Basqueda
de marcadores en todo el genoma

Dr. V. Moreno

Institut Catala d’Oncologia

Moderador:

Dr. J. Surrallés, Universitat Autonoma de Barcelona

Importancia del estado de metilaciéon del ADN para el
funcionamiento de la topoisomerasa Il en la segregacion
cromosémica

Santiago Mateos, Manuel Luis Orta, Nuria Pastor,
Inmaculada Dominguez, Felipe Cortés

Universidad de Sevilla, Sevilla

Comida

Moderador:
Dr. S. Mateos, Universidad de Sevilla

Los conservantes butilhidroxianisol y propilparabeno en
combinacién inducen dafio genotdxico en células de
mamifero en cultivo

Pérez Martin J.M., Daimiel L., Martin Sanchez C., Martinez-
Botas J., Lasuncion M.A., Hazen M.J.

Universidad Autonoma de Madrid. CIBERFON. Hospital
Ramoén y Cajal. Madrid. Universidad de Alcalé

Determinacion de los mecanismos antiproliferativos de la
carbamazepina

Pérez Martin J.M., Fernandez Freire P., Labrador V., Hazen
M.J.

Universidad Autonoma de Madrid

Evaluacion de diferentes aspectos toxicologicos de aguas
sometidas a tratamientos de depuracion y potabilizacion
Camps, L.; Sola M; Palacios G; Benameur W; Borras, M.
Parc Cientific de Barcelona
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15:30-15:45

15:45-16:00

16:15-17:00

17:30

Exposicion a subproductos de la cloracion (CBPs) del agua
en piscinas. Niveles de trihalometanos en aire exhalado y
dafio genotoxico

Liviac D., Marcos R., Creus A., Kogevinas M., Villanueva C.,
Espinosa A., Font L., Grimalt J.

Universitat Autonoma de Barcelona, CREAL. IQA-CSIC

Evaluacion mutagénica de liquidos de pirdlisis de lodos de
depuradora mediante el ensayo de Salmonella typhimurium
Pillco A, Hazen MJ, de la Pefia E.

CSIC Centro de Ciencias Medioambientales, Universidad
Autonoma de Madrid

Asamblea General de la SEMA

Visita al Mont Sant Benet y a la Fundacion ALICIA
(Alimentacion y Ciencia)
Cena en las instalaciones del Mont Sant Benet

Miercoles, dia 1 de Julio

SESION 6.

09:30-10:00

10:00-10:15

Moderadora:
Dra. L.M. Sierra, Universidad de Oviedo

Modelos para la integracion de los datos de ecovigilancia y
de biomonitorizacion en la Evaluacién Integrada del
Riesgo por contaminantes ambientales (IRA).

Miquel Borras, De Lapuente J, Gonzalez-Linares J, Gémez J,
Gomez M2 T, Llobet J.

Parc Cientific de Barcelona

Genotoxicidad asociada a la exposicion a vertidos de
petroleo: lecciones del estudio del Prestige

Pérez-Cadahia B, Laffon B, Pasaro E, Méndez J

Universidade da Coruiia
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10:15-10:30

10:30-10:45

10:45-11:00

11:00-11:30

11:30-12:30

12:30-12:45

Daflo genotdxico de la exposicion al fuel detectado
mediante m-FISH vs. bandas G

Monyarch Gros G, Rodriguez Trigo G, Zock JP, FP Gomez,
Verea H, Pozo Rodriguez F, Barbera JA, Coll MD, Fuster C
Universitat Autonoma de Barcelona, Grupo SEPAR-Prestige

Daflo gendémico en pacientes con diferente nivel de
insuficiencia renal y su relacion con factores bioquimicos y
con los habitos de los pacientes, medido a través del ensayo
del cometa

Stoyanova E., Sandoval B., El-Yamani N., Coll E., Pastor S.,
Reyes J., Andrés E., Ballarin J., Marcos R.

Universitat Autonoma de Barcelona. Fundacio Puigvert

Darfio genético y radiosensibilidad, medido con el ensayo de
microndcleos, en pacientes con insuficiencia renal cronica
(IRC)

Sandoval B, Coll E, Stoyanova E, El-Yamani N, Herreros A,
Andrés E, Ballarin J, Marcos R.

Universitat Autonoma de Barcelona, Universidad Auténoma
de Tamaulipas, México. Fundacié Puigvert

Café

Conferencia invitada

Cancer biomarkers in molecular epidemiology: the early
stages

Dr. S. Bonassi

National Cancer Research Institute, Genova, ltalia
Moderador:

Dr. A. Creus, Universitat Autonoma de Barcelona

La variacién genética en AS3MT, GSTOl y GSTO2
influencia el dafio citogenético encontrado en trabajadores
expuestos al arsénico

Hernandez A., Paiva L., Martinez V., Creus A., Quinteros D.,
Marcos R.

Universitat Autonoma de Barcelona, CIBERESP; Corporacion
del Cobre de Chile
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12:45-13:00

13:00-14:30

SESION 7.

14:45-15:15

15:15-15:30

15:30-15:45

15:45-16:00

16:00

Evaluacion genotoxica del arsénico en una poblacion
mexicana expuesta ambientalmente mediante el agua de
consumo

Sampayo-Reyes A., Hernandez A., Lopez Campos C.,
Bermudes de Leon M., Hinojosa D., Gonzalez-Hernandez S.,
El-Yamani N., Marcos R.

Centro de Investigacion Biomédica del Noreste, Monterrey,
México. Instituto Mexicano del Seguro Social, Torredn
Coahuila, México. Universitat Autonoma de Barcelona,
CIBERESP

Comida

Moderador:
Dr. M. Borras, Parc Cieniific de Barcelona

Evaluacion del potencial genotdxico en la industria
farmacéutica

Guzmén A.

Departamento de Toxicologia, Esteve, Barcelona

Interaccion de dos loci de la region 1pl2 en la
susceptibilidad al cancer de tiroides

Akdi A., E.M. Giménez, S. Pastor, R. Marcos, A. Velazquez
Universitat Autonoma de Barcelona

Expresion diferencial de los genes WDR3 y TBX15 en lineas
celulares humanas de cancer de tiroides

Gimeénez E.M., Akdi A., Marcos R., Velazquez A.

Universidad Auténoma de Barcelona, CIBERESP

Sensibilidad a la radiacion ionizante en pacientes con
cancer de tiroides

Garcia-Quispes W.A., Gonzalez E., Pastor S., Castells J.,
Biarnés J., Velazquez A., Marcos, R.

Universitat Autonoma de Barcelona; CIBERESP, Hospital
Universitari Vall d’Hebron, Barcelona; Hospital Josep Trueta,
Girona

Acto de clausura
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MEASUREMENT OF DNA OXIDATION AND ITS REPAIR WITH THE COMET ASSAY:
RECENT DEVELOPMENTS

Andrew Collins,

Department of Nutrition, University of Oslo, Norway

Various methods are in common use to measure DNA oxidation. The ESCODD ftrials
showed that, while HPLC-ECD is able to detect relatively high levels of 8-oxoGua induced
experimentally in cellular DNA, it is affected by oxidation occurring during sample
preparation, so that levels of background damage tend to be over-estimated. In contrast,
the comet assay (in combination with formamidopyrimidine DNA glycosylase, FPG, to
convert 8-oxoGua to DNA breaks) detects low levels of damage with accuracy if not
precision. The flow of reports of 8-oxoGua concentrations well above the credible level has
not abated since ESCODD conclusions were published. However, there are recent
indications that background levels of damage measured by chromatographic and comet
assay-based methods can be reconciled.

The level of DNA oxidation is kept low by efficient DNA repair. The comet assay can be
applied in two ways to measuring this repair. First, damage can be induced in cellular DNA,
and the residual damage measured at intervals during incubation. For example, using
FPG, base excision repair (BER) of 8-oxoGua (induced by treating cells with a
photosensitiser plus light) can be followed. The alternative approach is the in vitro assay, in
which a whole-cell extract is incubated with substrate nucleoids containing specific damage
(e.g. 8-oxoGua), and accumulation of breaks — the initial stage of BER — is measured
during a short incubation. The assay has recently been modified to measure nucleotide
excision repair (NER) of UV-induced damage.

DNA repair capacities vary widely among healthy individuals, with a range of about 3-fold
for BER and 7-fold for NER. Some of the variation seems to be genetic in origin, as there
are common functional SNPs in DNA repair genes. However, most of the variation is purely
phenotypic, and there is evidence for modulation of repair activities by environmental
agents, including nutritional factors. There are still many unanswered questions concerning
the balance between DNA damage and repair.
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SUSCEPTIBILIDAD GENETICA EN CANCER COLORRECTAL. BUSQUEDA DE
MARCADORES EN TODO EL GENOMA

Moreno V
Unitat de Bioestadistica i Bioinformatica, IDIBELL-Institut Catala d’Oncologia i Universitat de Barcelona

El cancer colorrectal muestra agregacion familiar que podria ser parcialmente explicada
por factores ambientales compartidos y por factores genéticos de susceptibilidad.
Clasicamente se han estudiado polimorfismos en genes candidatos en vias relevantes
para el cancer como el control del ciclo celular, la inflamacién, el metabolismo de
xenobidticos o la reparacion del ADN. El resultado de estos estudios ha sido pobre y con
resultados poco reproducibles en diversas poblaciones. Por estos motivos, y gracias a la
disponibilidad de tecnologia de microarrays de genotipado, recientemente se han
completado varios estudios de busqueda marcadores de susceptibilidad de manera
exhaustiva en todo el genoma, incluidas zonas sin genes conocidos. Los resultados
tampoco han sido muy abundantes en cuanto al nimero de genes identificados, pero si se
ha aprendido que los efectos reproducibles son de pequefia magnitud, lo que requiere
tamarios de muestra elevados para ser detectados, y no se restringen a genes, sino que
emergen varias regiones sin genes conocidos pero que probablemente contienen
elementos reguladores relevantes. Esta pendiente el analisis de las interacciones entre
multiples genes o entre genes y exposiciones ambientales que pueden proporcionar
nuevos avances en el conocimiento del papel de la susceptibilidad genética como
determinante de enfermedad.

11
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CANCER BIOMARKERS IN MOLECULAR EPIDEMIOLOGY: THE EARLY STAGES

Bonassi S.,

Unit of Molecular Epidemiology, National Cancer Research Institute, Genoa, Italy

Two major topics have recently attracted the interest of researchers involved with
molecular epidemiology studies for cancer prevention purposes. The first is the use of
biomarkers for individual risk assessment. This issue emerged both for the recent
availability of a larger number of biomarkers (exposure, effect, and susceptibility), which
provide a more comprehensive representation of initial events of carcinogenesis, and for
the completion of prospective studies in large cohorts of healthy subjects screened for
various biomarkers of early effect, which contributed evidence to the effort of validate
selected biomarkers as predictors of cancer. It will be presented recent results of cohort
studies carried out in 11 European countries, which showed in most cases a significant
association of cancer incidence with the frequency of chromosomal aberrations (CA).
Results of the pooled analysis, based on 22358 subjects and 774 cancer cases confirmed
the increased risk for subjects with medium (RR=1.33 95% CI 1.09-1.64) and high
(RR=1.46 95% CI 1.20-1.78) frequency of CA. In parallel to these results a significantly
increased risk of cancer was reported in the framework of the HUMN collaborative project
collecting data on the micronucleus assay (MN). Subjects with medium (RR= 1.84; 95% ClI
1.28-2.66) and High (RR=1.53; 95% CI 1.04-2.25) frequency of MN experienced similar
increases of cancer risk. These results started the discussion about the use of validated
biomarkers for regulatory purposes in occupational and environmental health. The second
emerging issue in molecular epidemiology is the dramatic evolution of high throughput
assays, which mined the validity of oversimplified models used so far, clearly inadequate to
represent the flow of events. The availability of new endpoints such as gene expression
exposure profiles, the epigenetic regulation of transcription, the identification of SNP
associated to the individual risk of disease, proteins and metabolites profiling, is going to
implement evidence accumulated with traditional biomarkers. Examples of biomonitoring
studies based on novel biomarkers in population exposed to carcinogens will be discussed,
with emphasis on the most efficient and innovative tools to analyze these data.

13
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REPARACION DE DOBLES ROTURAS EN EL ADN: CUANDO EL OBJETIVO ES UNIR
EXTREMOS

Callen E.

Departament de Genética i de Microbiologia, Facultat de Biociéncies, Universitat Autdnoma de Barcelona,
Bellaterra

Nuestro material genético esta continuamente expuesto a diversos agentes ambientales o
productos del metabolismo celular que producen a diario miles de lesiones en el ADN. La
reparacion de estas lesiones de manera rapida y precisa es esencial para el
mantenimiento de la estabilidad gendmica. Entre estas lesiones, las roturas de doble
cadena en la hebra de ADN (DSBs) son una de las mas perjudiciales y pueden ser
generadas espontaneamente por productos reactivos derivados del metabolismo del
oxigeno, durante la replicacion normal del ADN asi como tras la exposicion a radiacion
ionizante u otros agentes. Sin embargo, la generacion de dobles roturas es necesaria en
procesos normales en la célula, como sustrato para la consecucion de un nimero de
sucesos recombinogenicos durante la meiosis y la reordenacion de receptores de
antigeno en linfocitos. Si estas roturas no se reparan eficientemente, pueden provocar la
muerte celular o ser el origen de aberraciones cromosdmicas que resultan en la
transformacion celular y el desarrollo de cancer. En células eucariotas, existen dos vias
principales de reparacion de estas roturas, la union de extremos no homélogos (NHEJ) y
la recombinaciéon homdloga (HR). Estas rutas estan altamente coordinadas y regulan la
deteccidn, sefalizacion y reparacion del dafio a través de varias moléculas que actuan a
diversos niveles como sensores, transductores o efectores. Aqui haremos un repaso a
estos mecanismos de reparacion, asi como a la interaccion que existe entre las distintas
proteinas kinasas que gobiernan dichos procesos.

15
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EL PAPEL DE LA ESCISION DE BASES EN EL MANTENIMIENTO DEL GENOMA Y EL
EPIGENOMA

Morales-Ruiz, T., Cérdoba-Cariero, D., Martinez-Macias, M.l., Ponferrada-Marin, M.|.,
Ramiro-Merina, A., Hermoso, R.R., Ariza, R.R., Roldan-Arjona, T.

Universidad de Cordoba. Departamento de Genética. Campus de Rabanales. Edif. Gregor
Mendel. 14071 Cérdoba. ESPANA

La reparacion por escision de bases (BER) es una ruta esencial para la defensa del
genoma frente a dafios exdgenos y endogenos en el ADN. El proceso consta de varias
etapas: se inicia por la accién de ADN glicosilasas, que eliminan la base dafiada, y
continta con la accion de proteinas adicionales que restauran la estructura del ADN. Esta
ruta de reparacion se ha estudiado de forma intensiva en modelos animales y
microbianos, pero los estudios de BER en plantas han sido hasta la fecha muy limitados.
Resultados recientes, obtenidos principalmente en Arabidopsis, indican que la estrategia
de BER en plantas es similar a la de otros organismos, pero tiene caracteristicas
distintivas en los pasos que tienen lugar tras la escision de la base dafiada.

Otro resultado importante del estudio bioquimico y genético de la ruta BER en Arabidopsis
ha sido la demostracion de que las plantas poseen ADN glicosilasas que no eliminan
bases dafiadas, sino bases modificadas que constituyen marcas epigenéticas. Se conocen
como tales aquellas modificaciones del ADN o de las histonas que permiten la transmision
estable de estados concretos de actividad génica Estas modificaciones ocasionan
cambios en la funcién génica que son heredables mitética y/o meidticamente y
desempefian un papel esencial durante el desarrollo. La uUnica marca epigenética
identificada en el ADN es la metilacidn en el carbono 5 de la citosina (5-meC). La 5-meC
es una modificacion estable, pero reversible, que promueve el silenciamiento génico
transcripcional. Nuestro grupo, junto con otros, ha obtenido datos genéticos y bioquimicos
que sugieren que una familia de ADN glicosilasas de Arabidopsis, tipificada por la proteina
ROS1, actian como ADN desmetilasas capaces de activar la expresion de genes
previamente silenciados.

En conjunto, los resultados obtenidos sugieren que las plantas, y quizas otros organismos,
no sdlo emplean el mecanismo de escisidén de bases para proteger su genoma frente a
lesiones causadas por agentes enddgenos o exdgenos (eliminando bases dafiadas), sino
también para asegurar la estabilidad y flexibilidad de su epigenoma (eliminando un exceso
de bases modificadas).

17
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EL ENSAYO DEL COMETA IN VIVO EN DROSOPHILA MELANOGASTER
Aguado, L., Comendador, M.A. y Sierra, L.M.

Area de Genética. Dpto. Biologia Funcional e IUOPA. Universidad de Oviedo.

El ensayo del cometa se disefid, especialmente, para la deteccion de roturas de DNA
cromosomico en mamiferos. Sin embargo, esta técnica puede ser aplicada a diversos
organismos con la condicion de que se puedan obtener células aisladas.

En esta comunicacion se describe la puesta a punto del ensayo en Drosophila
melanogaster, utilizando neuroblastos de ganglios cerebrales de larvas del tercer estadio,
y las modificaciones que se han ido introduciendo en la implementacién de la técnica,
junto con los resultados que se han obtenido con las distintas variaciones.

Con esta tecnologia hemos analizado la capacidad de dafar el DNA, induciendo roturas,
de varios agentes genotoxicos: agentes alquilantes monofuncionales, algunos de ellos
agentes modelo y otros drogas antitumorales, agentes analogos de nucleotidos, agentes
inductores de especies reactivas de oxigeno y agentes inductores de enlaces cruzados
DNA-DNA.

Los resultados demuestran que todos los agentes analizados, con independencia de su
mecanismo de accion, son capaces de inducir roturas de DNA, aunque sea como
intermediarios del procesamiento de los dafios inducidos.

Ademas, hemos estudiado la capacidad de este ensayo en el analisis de reparacion y
estabilidad genética en células somaticas in vivo, ya que ninguno de los ensayos
somaticos disponibles en Drosophila permite este tipo de estudios de manera adecuada.
En este caso parece que, mientras que los efectos de algunos mutantes en sistemas de
reparacion, como mus201 y mus308, se pueden detectar claramente, la deteccion del
efecto de mutantes mas relacionados con la estabilidad genética, como mei41 y dmp53,
es mas controvertida.

Por ultimo, este ensayo parece ser util en el analisis de la relacion entre aductos inducidos
y dafos provocados, al menos en o que respecta a cisplatino y los enlaces intracatenarios
G-G que induce.
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MODELOS PARA LA INTEGRACION DE LOS DATOS DE ECOVIGILANCIA Y DE
BIOMONITORIZACION EN LA EVALUACION INTEGRADA DEL RIESGO POR
CONTAMINANTES AMBIENTALES (IRA)

Miquel Borras, De Lapuente J, Gonzalez-Linares J, Gémez J, Gdmez M2 T, Llobet J.

Unitat de Toxicologia Experimental i Ecotoxicologia, Parc Cientific de Barcelona.

Aunque los contaminantes ambientales pueden afectar a la salud humana mediante una
via de exposicion directa, en muchos casos pueden alcanzar en primer término a las
plantas y a los animales, y solamente a través de ellos ejercer sus efectos, directos o
indirectos, sobre las poblaciones humanas.

En este sentido, los datos recogidos en los estudios de Ecovigilancia pueden ser de
ayuda para una mejor comprension de los mecanismos de la toxicidad ambiental, asi
como para la estimacion de los niveles de exposicion reales, constituyendo una sefal de
alarma de la posible toxicidad para las poblaciones humanas.

Los estudios de ecovigilancia, basados en el uso de especies centinela y de
biomarcadores de exposicion y de efecto apropiados, permiten una evaluacion realista del
riesgo ecotoxicolégico (ERA), que incluye la toma en consideracion de factores como la
biodisponibilidad y los mecanismos moduladores del efecto toxico que presentan tanto los
organismos como el propio medio abidtico. En el modelo empleado por nuestro
laboratorio, la evaluacion del efecto se presenta en forma polinomial, tratando de cubrir los
principales bloques de informacién toxicoldgica. Entre estos, la genotoxicidad ocupa un
lugar especialmente relevante.

Por otro lado, la Biomonitorizaciéon de grupos humanos especialmente expuestos a
genotoxicos por razones geogréaficas, laborales, etc., mediante técnicas minimamente
invasivas permite valorar de forma muy directa la exposicion (dosis interna) y el nivel de
efecto producido en células somaticas, relacionado a su vez con el riesgo de
cancerogénesis.

El proyecto Integrated Risk Assessment from Environmental Stressors in Europe
(INTARESE), intenta desarrollar un modelo coherente para la evaluacion integrada del
Riesgo para la especie humana (IRA). En este marco, nuestro grupo plantea diversas
aproximaciones para modelizar la inclusion de los datos de ecovigilancia i de
biomonitorizacion en el calculo del IRA.

Con este objeto, en colaboracion con otros grupos de la Universidad Rovira i Virgili y de la
Universidad de Barcelona, hemos emprendido dos metaestudios y dos estudios de campo
en un intento para integrar datos obtenidos a tres niveles, ecovigilancia, biomonitorizacion
y epidemiologia, en un modelo extendido de IRA.

Presentaremos aqui las bases de dichos estudios, asi como algunos resultados
preliminares que indican las potencialidades que presenta este enfoque.
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EVALUACION DEL POTENCIAL GENOTOXICO EN LA INDUSTRIA FARMACEUTICA

Guzman A.

Departamento de Toxicologia, Esteve. Mare de Déu de Montserrat, 221. 08041 — Barcelona

Los estudios preclinicos de seguridad son un elemento esencial en el proceso de
desarrollo de nuevos farmacos, poniendo de manifiesto sus propiedades toxicoldgicas y
permitiendo valorar el posible riesgo de inducir efectos adversos en seres humanos. En
este sentido, el estudio del potencial genotoxico de un farmaco es un componente
fundamental y obligatorio del programa preclinico de seguridad, debido a las implicaciones
que para la salud humana puede tener la exposicion a un agente genotoxico, en cuanto a
la posible induccion de defectos hereditarios y cancerogénesis. De acuerdo con los
actuales requerimientos establecidos por las autoridades reguladoras internacionales, el
potencial genotdxico de una nueva entidad quimica con fines terapéuticos ha de ser
valorado mediante la realizacién de una bateria de ensayos in vitro e in vivo de
genotoxicidad. La utilizacion de esta combinacion de ensayos, conocida como la “bateria
estandar ICH’, tiene como objetivo reducir el riesgo de que sustancias con potencial
genotoxico no sean detectadas adecuadamente. Los procedimientos experimentales
empleados en la realizacion de estos ensayos han sido optimizados para presentar una
alta sensibilidad. El resultado de estos ensayos debe permitir valorar el potencial
genotoxico del farmaco, asi como el posible riesgo de dafio genético en humanos. Para
ello, los resultados obtenidos deberan ser evaluados en su conjunto y en el contexto del
conocimiento cientifico actual, debido a la aceptacion de que bajo ciertas condiciones
experimentales se podran obtener resultados positivos considerados carentes de
relevancia bioldgica.

Tradicionalmente, la valoracion del potencial genotdxico de un farmaco se realizaba
cuando se iniciaba su fase de desarrollo para la realizacion de ensayos clinicos en
humanos, quedando por lo tanto reducido a un nimero relativamente bajo de compuestos.
Los métodos y flujos de trabajo establecidos actualmente en la industria farmacéutica han
conllevado un importante incremento en el ndmero de moléculas que han de ser
evaluadas por los equipos de investigacion. Con el fin de optimizar recursos, descartar lo
antes posible compuestos con propiedades no deseadas, y mejorar asi las probabilidades
de éxito, en la actualidad el potencial genotoxico es evaluado durante las fases iniciales de
seleccion de candidatos. Para ello, la industria farmacéutica ha incorporado técnicas de
cribado que permiten evaluar el potencial genotoxico de un nimero elevado de moléculas,
de forma rapida y con un consumo reducido de compuesto.
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LA RESPUESTA CELULAR AL DANO OXIDATIVO ES INDEPENDIENTE DE LA RUTA
FA/BRACA PERO REQUIERE DE LA ACTIVACION DE PCNA

Castillo P, Bogliolo M, Surrallés J.

Departament de Genética i de Microbiologia, Universitat Autonoma de Barcelona, UAB, Bellaterra y Centro
de Investigaciones Biomédicas en Enfermedades Raras, CIBERER, Espafia

El antigeno de proliferacién nuclear (PCNA) es un cofactor de las polimerasas de DNA y
desempefia distintas funciones en reparacién y tolerancia al dafio al DNA. PCNA ademas
es un factor clave en la reparacién de las lesiones oxidativas por el mecanismo de
reparacion por escision de base (BER). PCNA y la proteina central de la ruta de
reparacion de la anemia de Fanconi FA/BRCA FANCD2 son activadas por
monoubiquitinizacion en respuesta a dafio en el DNA capaz de bloquear horquillas de
replicacion. Ambas proteinas comparten la misma enzima deubiquitinasa (USP1)
sugiriendo la posibilidad que desempefien rutas comunas en la reparacion del dafio. Los
pacientes de FA y sus lineas derivadas son hipersensibles a agentes dafinos al DNA
como la mitomicina C (MMC) y la radiacion ionizante (IR). Para ambos agentes se sugiere
una funcién en dafio oxidativo para explicar el fenotipo. En este trabajo mostramos como
PCNA es monoubiquitinado rapidamente en respuesta al dafio oxidativo, y que esta
activacion es independiente del bloqueo de las horquillas de replicacién del DNA
apoyando la idea de que PCNA desempefiaria una funcién en la reparacién del dafio
oxidativo independiente de la replicacion del DNA. Por el contrario, PCNA no es activado
después de roturas de doble hebra al DNA (DSB). Ademas, mostramos como la ruta
FA/BRCA es prescindible para la reparacién del dafio oxidativo ya que las células FA no
son sensibles al dafio oxidativo, realizan BER normal después de dafio oxidativo y
FANCD2 no se activa en respuesta a dicho tipo de dario.
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CARASITERIZACION GENETICA DE PACIENTES DE ANEMIA DE FANCONI
ESPANOLES

Castella, M., E. Callén, J.A. Casado, M. Smit, R.M.L. Vervenne-van Spaendonk, F. Lach,
A.D. Auerbach, J.A. Bueren, J. Surrallés

Departament de Genética i de Microbiologia, Universitat Autonoma de Barcelona, UAB, Bellaterra y Centro
de Investigaciones Biomédicas en Enfermedades Raras, CIBERER, Espafia (MC, EC, JS); Division de
Hematopoyesis y Terapia Génica, CIEMAT/Fundacién Marcelino Botin, Madrid, Espafa (JAC, JAB); VU
University Medical Center, Amsterdam, The Netherlands (MS, RvS); Laboratory of Human Genetics and
Hematology, The Rockefeller University, New York, USA (FL, ADA).

El analisis mutacional es el ultimo paso necesario para obtener una completa
caracterizacion genética de la poblacién de anemia de Fanconi de Espafia. Las
mutaciones en los pacientes de anemia de Fanconi son privadas, es decir, cada paciente
(o familia) tiene sus mutaciones particulares. Asi pues, la bisqueda de las mutaciones
requiere, hasta el momento, un anélisis de todo el gen causante de la enfermedad en el
paciente. La determinacién de las mutaciones es necesaria en caso de que la pareja
desee tener mas hijos y facilita el diagndstico de otros posibles casos de AF en la familia.
Asimismo, el hallazgo de las mutaciones representa la confirmacion ultima del diagndstico
y el subtipaje del pacientes. En total, se ha realizado hasta el momento el analisis
mutacional de 73 pacientes, de los que 50 son FANCA, 1 FANCC, 1 FANCD1, 5 FANCD2,
2 FANCE, 1 FANCG y 3 FANCJ. Este andlisis ha revelado algunas de las mutaciones mas
frecuentes en nuestra poblacion. La aplicaciéon inmediata que se desprende de este
estudio es el disefio de un protocolo de trabajo que permitira realizar el analisis de forma
mucho mas rapida y eficiente en nuestros pacientes. El andlisis de las mutaciones del gen
FANCA revela que un 45% de los pacientes presentan mutaciones no truncadoras en al
menos uno de sus alelos. El analisis de expresion de la proteina en estos pacientes
demuestra que, en efecto, la proteina se expresa aunque a niveles inferiores a los de un
control sano. Este resultado desaconseja la utilizacion del Western Blot como técnica de
subtipaje de los pacientes debido a un elevado riesgo de falsos negativos. Posteriormente,
se ha realizado un analisis de funcionalidad de los mutantes, revelando que
independientemente del sitio de la mutacion, la proteina tiene restringida su capacidad de
relocalizar en el nicleo de la célula y formar foci después de la induccion de dafio. Como
ultima parte de este estudio, se pretende determinar si el tipo de mutacion tiene un valor
predictivo de la severidad y progresion de la enfermedad.
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BUSQUEDA DE POSIBLES BLANCOS TERAPEUTICOS EN ANEMIA DE FANCONI
MEDIANTE EL USO DE LA PROTEOMICA DIFERENCIAL

J. Villa, M. Castella, J. Surrallés

Departament de Genética i de Microbiologia, Universitat Autonoma de Barcelona, UAB, Bellaterra y Centro
de Investigaciones Biomédicas en Enfermedades Raras, CIBERER, Espafia

La anemia de de Fanconi es una grave enfermedad genética caracterizada por fragilidad
cromosomica, hipersensibilidad a los agentes entrecruzadotes del ADN, malformaciones
congénitas, pancitopenia progresiva y susceptibilidad al cancer. Existen hasta el momento
13 grupos de complementacion relacionados cada uno con un gen distinto de esta
enfermedad. Los grupos de complementacion FANCA y FANCC son los mas abundantes
con la diferencia de que comunmente los pacientes FANCC presentan un fenotipo mas
severo que los pacientes FANCA. Por estas dos razones ambos grupos de
complementacion son ideales para un estudio de protedmica diferencial ya que: entre los
dos cubren aproximadamente el 68 % de los pacientes a nivel mundial y a pesar de tener
afectada la misma ruta presentan fenotipos diferentes. Con el fin de hallar nuevas dianas
terapéuticas para esta enfermedad se decidi6 usar la técnica DIGE (electroforesis
diferencial en gel) para desenmascarar la protedmica diferencial entre FANCA y FANCC.
Gracias a esta técnica se pueden comparar ambos proteomas y encontrar que proteinas
estan reprimidas o sobreexpresadas en las células FANCA o FANCC confiriendo a este
ultimo grupo su fenotipo més severo. Para este estudio se han utilizado lineas celulares
linfoblasticas deficientes en FANCA (EUFA274) o en FANCC (EUFA450) y sus respectivas
corregidas espontaneamente (EUFA274R Y EUFA450R). Los proteomas de las dos lineas
celulares a comparar se marcaron con dos fluorocromos diferentes y se corrieron en el
mismo gel de dos dimensiones. Para ganar poder estadistico, se corrieron seis geles 3
comparando EUFA274 contra EUFA274R y 3 comparando EUFA450 contra EUFA 450R,
en todos los geles se incluyo una mezcla de los 4 proteomas marcados con violeta
profundo para normalizar las diferencias entre los geles. Tras analizar los resultados
obtenidos 47 proteinas fueron correctamente identificadas como proteinas reguladas de
forma diferencial entre las lineas celulares estudiadas. De estas proteinas dos son de
especial atencion, NSF (N-ethylmaleimide sensitive factor) mas expresada en EUFA274
que en EUFA274R y menos expresada en EUFA450 que en EUFA450R. ATAD3A
(ATPase family AAA domain containing protein 3A) mas expresada en EUFA274 que en
EUFA274R y también mas expresada en EUFA274 que en EUFA450. Estudios diversos
con estas dos proteinas han permitido confirmar los resultados obtenidos en los DIGEs
por Western blot y PCR a tiempo real, e imitar la expresion andmala en cuanto a una linea
celular salvaje se le inhibe la expresion de la proteina deficiente en la ruta Fanconi por
siRNA.
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ACIDO FOLICO Y TELOMEROS: ;COMO SE RELACIONAN?

G. Hernandez Viedma, M.J. Ramirezy J. Surrallés

Departament de Genética i de Microbiologia, Universitat Autonoma de Barcelona, UAB, Bellaterra y Centro

de Investigaciones Biomédicas en Enfermedades Raras, CIBERER, Espafia

El acido Félico o Vitamina Bg es un micronutriente esencial para los mamiferos que se
encuentra principalmente en el reino vegetal (basicamente verduras frescas asi como en
algunas frutas). La deficiencia en acido félico se ha descrito que provoca entre otras cosas
un incremento en la tasa de errores durante la replicacion del DNA, debido a la distorsion
del ratio dTTP/dUTP a favor de éste Ultimo. Los telémeros son estructuras nucleoproteicas
que se encuentran en los extremos de todos los cromosomas. Formados por una
secuencia repetitiva rica en guaninas, los teldmeros estan implicados en la determinacion
de la vida replicativa de las células primarias asi como en el mantenimiento de la
estabilidad cromosomica al evitar fusiones entre cromosomas. Disfunciones en estas
estructuras y en sus mecanismos de mantenimiento estan relacionadas con cancer,
inestabilidad cromosomica y alteraciones en los pool de células madre adultas. Ratones
sin el enzima que mantiene los telémeros, la telomerasa, presentan mayor incidencia de
espina bifida, alteracién también asociada al déficit de acido félico. El objetivo de este
estudio es responder a la pregunta de si el &cido folico es capaz de modular la tasa de
acortamiento telomérico en células primarias humanas. Para ello se han establecido
cultivos a concentraciones de &cido félico variables que se han mantenido durante largos
periodos de tiempo (aproximadamente 3 - 4 meses) a lo largo del cual se han analizado
las longitudes teloméricas de distintos puntos. Los resultados indican una asociacion
inversa entre la concentracion de acido folico y la tasa de acortamiento telomérico.
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REPARACION POR ESCISION DE BASES EN EXTRACTOS CELULARES DE
ARABIDOPSIS THALIANA

Cdrdoba-Cariero, D., Morales-Ruiz, T., Roldan-Arjona, T. and Ariza, R.R.

Universidad de Cordoba. Departamento de Geneética. Campus de Rabanales. Edif. Gregor Mendel. 14071
Cordoba. ESPANA

Una de las rutas més importantes para el mantenimiento de la integridad genémica es la
Reparacion por Escision de Bases (Base Excision Repair, BER). Este proceso es iniciado
por ADN glicosilasas que escinden la base dafiada, y continta con la accién concertada
de diferentes proteinas que finalmente restauran la integridad de la cadena afectada.
Aunque el uso de extractos celulares ha permitido la reproduccion in vitro de esta ruta en
bacterias, levaduras y animales, se sabe muy poco sobre este importante mecanismo de
reparacion en plantas. En este trabajo hemos empleado extractos celulares de la planta
modelo Arabidopsis thaliana con el fin de monitorizar la reparacion de bases dafiadas in
vitro, demostrando que dichos extractos contienen la maquinaria enzimatica necesaria
para reparar lesiones ubicuas en el ADN, tales como uracilo y sitios abasicos (AP).
Nuestros resultados indican que los intermediarios generados durante la reparacion
pueden ser procesados tanto por AP liasas como por AP endonucleasas, dando lugar a
huecos bloqueados en el extremo 5 o en el 3, respectivamente. Ademas, hemos
comprobado que la reparacion puede completarse mediante la insercion de uno (short-
patch BER) o de varios nucleétidos (long-patch BER). El sistema experimental que hemos
desarrollado puede ser gran utilidad en la diseccion bioquimica y genética de BER en
plantas, y permitira aumentar los conocimientos acerca de esta ruta de reparacion, su
evolucién y su relevancia bioldgica en distintos grupos de organismos.
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LA FOSFOESTERASA AtZDP PARTICIPA EN UNA RUTA DE DESMETILACION
ACTIVA DE ADN EN ARABIDOPSIS THALIANA

Martinez-Macias, M.1, Ariza R.R., Roldan Arjona, M.T,
Departamento de Genética, Universidad de Cérdoba, Campus de Rabanales., Edif Gregor Mendel, Primera
Planta,14071-Cérdoba

ROS1 (REPRESSOR OF SILENCING 1) es una ADN glicosilasal/liasa que activa la
expresion de genes silenciados en Arabidopsis thaliana, iniciando el borrado de 5-
metilcitosina (5-meC) mediante un mecanismo analogo a la reparacion por escision de
bases (BER). ROS1 no sélo hidroliza enlace N-glicosidico que une la 5-meC al ADN, sino
que rompe el esqueleto azucar-fostato mediante B,5-eliminacion y genera un hueco
flanqueado por extremos 3°-P y 5°-P. Para que el proceso de desmetilacion se complete,
el extremo 3’-P ha de ser convertido en 3'-OH, permitiendo que una ADN polimerasa
inserte una citosina no metilada y una ADN ligasa selle la cadena.

En mamiferos el extremo 3'-P generado tras una B,0- eliminacion es convertido en un
grupo 3’-OH por una polinucledtido quinasa 3 fosfatasa (PNKP) El ortélogo de PNKP en
Arabidopsis es AtZDP, lo que la convierte en un buen candidato para procesar el grupo
3’-P generado tras la escision de 5-meC por ROS1. Mediante la purificacion y el analisis
bioquimico de su actividad enzimatica, hemos demostrado que AtZDP es capaz de
procesar in vitro el extremo 3'-P producido por ROS1, generando un extremo 3°-OH que
puede ser usado como sustrato por ADN polimerasas. Ademas, hemos determinado que
AtZDP actua a una temperatura 6ptima de 30°C y con independencia de iones magnesio.
Mediante ensayos de “pull-down” hemos comprobado que ROS1 interacciona in vitro con
AtZDP. Ademas, empleando diferentes fragmentos purificados de ROS1 hemos podido
determinar que la regién carboxi-terminal de ROS1 no es necesaria para la interaccion.
Para analizar la relevancia de la funcién de AtZDP in vivo, hemos identificado y
caracterizado una mutacion en Arabidopsis causada por una insercion de T-DNA en el
gen AtZDP. La insercion se localiza en el intron 15 e interfiere con el procesamiento del
ARNm, dando lugar presumiblemente a una proteina truncada en su dominio catalitico.
Mediante ensayos in vitro con extractos celulares de plantas silvestres y mutantes, hemos
comprobado que las plantas atzdp- carecen de la capacidad de procesar los extremos 3'-
P generados por ROS1. En la actualidad, estamos analizando el papel desempefiado por
AtZDP in vivo durante la reparacion de dafios en el genoma y el proceso de desmetilacion
de ADN.
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ROS1 ES UNA 5-METILCITOSINA ADN GLICOSILASA CON BAJA TASA DE
RECAMBIO, E INICIA LA DESMETILACION DEL ADN DE FORMA DISTRIBUTIVA
Ponferrada-Marin, M.I, Roldan Arjona, M.T, Ariza R.R.

Departamento de Genética, Universidad de Cérdoba, Campus de Rabanales., Edif Gregor Mendel, Primera
Planta,14071-Cérdoba

La metilacion del ADN en el carbono 5 de la citosina (5-meC) es una marca epigenética
reversible que participa en el silenciamiento de las expresién génica y desempefia un
importante papel en el desarrollo y en el mantenimiento de la estabilidad del genoma. Los
patrones de metilacion del ADN estan sujetos a un control dinamico que implica procesos
de metilacién y desmetilacién. Aunque la informacién disponible en células animales es
aun limitada, en plantas hay evidencias genéticas y bioquimicas de la existencia de una
familia de ADN glicosilasas que inician la desmetilacién del ADN a través de la escision de
la 5-meC. La proteina ROS1 de Arabidopsis thaliana constituye un modelo representativo
de esta familia de 5-meC ADN glicosilasas.ediante el analisis bioquimico de la actividad
enzimatica de ROS1 hemos demostrado que la proteina escinde 5-meC, y en menor
grado T (=5-meU), pero carece de actividad sobre C 6 U. La sustitucion del grupo metilo
en el carbono 5 por un grupo halégeno disminuye drasticamente la escisidn de la base
diana. Ademas, la eliminacion de 5-meC se ve facilitada cuando se encuentra
incorrectamente apareada con T, C o A. Estos resultados sugieren que la especificidad de
sustrato de ROS1 resulta de una combinacién entre el reconocimiento selectivo en el sitio
activo y la estabilidad termodinamica de la base diana.

Por otra parte, hemos encontrado que ROS1 es una enzima con una baja tasa de
recambio (turn-over), debido a que se une fuertemente al sitio abasico que genera tras
eliminar la 5-meC. Esta unién da lugar a un comportamiento distributivo sobre sustratos
que contienen multiples residuos de 5-meC vy evita la formacion de roturas de doble
cadena en el ADN durante el procesamiento de dinucledtidos CG bimetilados. Una
desmetilacién distributiva puede ser adecuada para una enzima que posea funcion
protectora sobre un genoma con cantidades significativas de 5-meC. En general, las
propiedades bioquimicas de ROS1 son consistentes con la hipotesis de las 5-meC ADN

glicosilasas de plantas eliminan el exceso de 5-meC en genomas fuertemente metilados.
, sobre el material genético de forma que pueda establecerse una relacion con
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ESTUDIO DE LA AMPLIFICACION GENICA EN LINEAS CELULARES HUMANAS
DEFECTIVAS EN LOS MECANISMOS DE REPARACION DEL ADN

Ruiz-Herrera A'-23, Smirnova A", Khouriauli L', Nergadze SG', Mondello C4, Giulotto E'
'Dipartimento di Genetica e Microbiologia “Adriano Buzzati-Traverso’, Universita di Pavia, Via Ferrata 1,
27100 Pavia, ltalia. 2 Unitat de Citologia i Histologia, Facultat de Biociéncies, Universitat Autdnoma de
Barcelona, 08193, Campus Bellaterra, Barcelona, Espafia. 2 Instituto de Biotecnologia i Biomedicina (IBB),
Universitat Autdnoma de Barcelona, 08193, Campus Bellaterra, Barcelona, Espafia. 4 Istituto di Genetica
Molecolare, CNR, Via Abbiategrasso, 27100 Pavia, Italia.

La amplificacion génica (el aumento en el nimero de copias de una porcion determinada
del genoma) es una manifiestacion de la inestabilidad genémica observada
frecuentemente en células tumorales y esta relacionada con mecanismos de activacion de
oncogenes. Estudios previos han sugerido una conexién entre el proceso de amplificacion
y las roturas de doble cadena (DSBs) del ADN. Generalmente, las células de mamiferos
reparan las DSBs a través de dos mecanismos: recombinacion homologa (HR) y unién de
extremos no-homologos (NHEJ). Ambos procesos estan dirigidos por un grupo diferentes
de proteinas nucleares y actuan en diferentes fases del ciclo celular. El objetivo que nos
propusimos fue el de desarrollar un modelo experimental para el estudio de la
amplificacién génica en lineas celulares humanas defectivas en estos dos mecanismos de
reparacion de DSBs. Mediante el disefio de oligonucledtidos antisentido (iRNA)
construimos diferentes lineas celulares Hela deficientes para las proteinas RAD54
(implicada en la reparacién mediante recombinacion homéloga) y/o DNA-PKcs (implicada
en la reparacion a través de la unién de extremos no-homoélogos). Nuestros resultados
muestran como las lineas celulares defectivas solo para una de las proteinas estudiadas,
ya sea RAD54 o DNA-PKcs, son hipersensibles a las radiaciones ionizantes (prueba de la
inhibicion de la expresidn génica) y, ademas, generan colonias celulares amplificadas a
frecuencia mayor que las células no deficientes. En cambio, la frecuencia de amplificacion
en las lineas celulares doble defectivas en la expresion de RAD54 y DNA-PKcs es menor
que en las células no deficientes. Estos datos indican que la reparacion errénea de roturas
de doble cadena (DSBs) del ADN, ya sea a través de la recombinacién homologa o la
unién de extremos no-homologos, estd implicada en el proceso de generacion de la
amplificacién génica.
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| EL ROL QUE JUEGAN LAS DNA POLIMERASAS DE LA FAMILIA'Y EN EL TEST DE
AMES

Fernandez de Henestrosa, A.R.

Departamento de Toxicologia, Esteve. Mare de Déu de Montserrat, 221. 08041 Barcelona

Salmonella typhimurium TA98, TA100, TA102, TA97 y Escherichia coli WP2 uvrA
(pPKM101), son algunas de las cepas que las autoridades reguladoras de la OCDE, ICH,
FDA y el Ministerio de salud Japonés recomiendan actualmente como parte integrante de
la bateria de estirpes empleadas para llevar a cabo el ensayo bacteriano de mutagénesis
reversa (coloquialmente conocido como Test de Ames). Mientras que las cepas TA98 y
TA100 son obligatorias, las demas son opcionales pero todas ellas comparten en comun
el hecho de que contienen albergado el plasmido pkKM101, en cuyo seno estan codificados
los genes mucAB (homdlogos de los ampliamente estudiados umuDC en E. coli). El vector
pKM101 fue conjugado en estas cepas bacterianas hace mas de 30 afios y, aunque en
aquellos momentos la funcionalidad de los genes mucAB quedaba por elucidar, su
presencia demostrd conferir una mayor frecuencia de mutacidn en ambas especies
bacterianas, reflejandose en un aumento de la sensibilidad del Test de Ames.
Posteriormente en el afio 1999, el avance de la ciencia permitié caracterizar los genes
mucAB demostrandose que codificaban una DNA polimerasa de la familia Y que se
denomind polRI. Aunque las DNA polimerasas de la familia Y se consideran tendientes a
error (a tenor de las propiedades que han demostrado en experimentos de primer
extension in vitro al replicar un molde de DNA no lesionado), experimentos recientes
sugieren que pueden llevar a cabo una replicacién fidedigna de un molde de DNA que
contenga un determinado tipo de lesion. Actualmente, 10 afios después del
descubrimiento de las DNA polimerasas de la familia Y, podemos plantear como la
presencia de los genes mucAB y de otros ortblogos en las cepas bacterianas que
intervienen en el Test de Ames pueden afectar a la interpretacion de sus resultados.
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EVALUACION DE LA CONTAMINACION DEL LITORAL TUNECINO: UTILIDAD DE LA
PROTEOMICA AMBIENTAL EN CARCINUS MAENAS

Ghedira J!, Chicano-Galvez E2, Fernandez-Cisnal R2, Banni M', Boussetta H', Lopez-
Barea J2, Alhama J2".

1Laboratoire de Biochimie et de Toxicologie Environnementale, Institut Supérieur Agronomique de Chott-
Mariem, 4042 Sousse, TUNEZ. 2Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Universidad de Cérdoba,
Edificio Severo Ochoa, 14071 Cordoba, ESPANA. *E-mail: bb2alcaj@uco.es

En un proyecto de colaboracion Espafia-Tunez, hemos evaluado la contaminacion de
cuatro zonas a lo largo del litoral Tunecino (1 en la laguna de Bizerta y 3 del Golfo de
Gabés) combinando el analisis de contaminantes y de biomarcadores convencionales en
el cangrejo comln (Carcinus maenas), estudiandose la utilidad de la Proteémica para
evaluar las respuestas biologicas a la contaminacién. Los sedimentos mostraron mayores
niveles de metales (10-veces) en Bizerta (Cd, Pb, Cu, Zn, Hg) que en Mahres; algunos
metales fueron también altos en Gargour (Cd, Pb, Hg) o Teboulba (Cu). Los niveles de
estrés oxidativo se evaluaron determinando malondialdehido (dafio a lipidos), y enzimas
antioxidativas y auxiliaries (KAT, GSHPx, GOR, G6PDH, 6PGDH); los niveles de
metalotioneinas se midieron por HPLC de fase reversa y deteccién fluorescente. Se
estudio la expresion diferencial de las proteinas citosolicas en glandula digestiva y
branquias, resolviéndose unas 900 manchas en geles bidimensionales (18 c¢cm, pH 4-7,
6.5-205 kDa) tefiidos con Sypro Ruby. Empleando el software Genesis (v1.7.4), tanto el
cluster jerarquico como el analisis de componentes principales mostro el mayor numero de
proteinas diferencialmente expresadas en Bizerta, seguido de Gargour y Teboulba,
coincidiendo con los niveles de metales. Las 35 proteinas que mostraban mayores
diferencias de expresion se analizaron por secuencion de novo por nESI-IT MS/MS,
seguida del analisis bioinformatico. Se identificaron un total de 20 proteinas (57% del total)
incluyendo las siguientes: Hemocianina (2), Ferritina (2), Criptocianina (4),
Profenoloxidasa y Citocromo b (todas ellas proteinas que unen metales); Vitelogenina (6,
inducida por xenoestrdgenos, como plaguicidas y PCBs); Quimotripsina (Ser-proteasa);
a2-Macroglobulina (inhibidor general de proteasas); Histona H4 (componente de la
cromatina); proteina tipo CHH (preprohormona). Nuestro estudio confirma que metales de
transicion, plaguicidas de origen agricola y compuestos industriales son los contaminantes
mas relevantes en el litoral Tunecino. No obstante, las importantes diferencias
encontradas en las respuestas bioldgicas observadas con métodos protedmicos sugieren
que en Bizerta, Gargour y Teboulba estan presentes diferentes tipos de contaminantes.
Financiacion: Programa de Cooperacion Interuniversitaria e Investigacion Cientifica (PCI-
Mediterraneo) entre Espafia y Tunez, Agencia Espafiola de Cooperacion Internacional
(AECI).
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IDEN'[IFICACION DE PROTEINAS CON TIOLES SENSIBLES A ESTRES OXIDATIVO
EN CELULAS HEPA1-6 ,
Jurado J, Fuentes-Almagro C, Prieto-Alamo MJ, Osuna-Jiménez |, Pueyo C

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Universidad de Cérdoba, Campus de Rabanales, Edificio
Severo Ochoa 22 planta, 14071-Cérdoba

Las células responden al estrés inducido por agentes oxidantes activando rutas que
pueden conducir a alterar la expresion de determinados genes, a inducir la proliferacion
celular, a detener el crecimiento o a inducir la apoptosis. Los sistemas dependientes de
glutation y de tiorredoxina son dos sistemas basados en tioles redox activos
fundamentales en la proteccion antioxidativa. Ademas, numerosas pruebas apuntan a que
proteinas con tioles redox activos pueden actuar como sensores y transmisores de
sefiales antioxidantes. Muchas proteinas reguladoras contienen residuos de Cys sensibles
a la oxidacion hasta acidos sulfénicos, disulfuros intra-moleculares o disulfuros mixtos con
glutatién. Estas transformaciones, que son reversibles por interaccion con glutation,
glutarredoxinas o tiorredoxinas las hacen adecuadas para participar en la transduccion de
sefiales. En este trabajo se han identificado proteinas con tioles oxidados mediante el
marcaje con la sonda fluorescente iodoacetamida-fluoresceina (IAF), la separacion de las
proteinas por 2-DE, y su identificacion por espectrometria de masas. En concreto, se ha
estudiado el efecto sobre dichas proteinas del silenciamiento triple simultaneo de las
peroxirredoxinas mas abundantes en citosol y mitocondria (PRDX1 y PRDX3) y de la
subunidad catalitica de la y-glutamato cisteina ligasa (GCL), enzima clave de la sintesis de
glutatién. También hemos investigado el efecto afiadido del tratamiento con glucosa
oxidasa (GO), un generador de H20>. El silenciamiento redujo méas del 70% los transcritos
de los genes silenciados y mas del 75% las proteinas correspondientes, mientras que la
cantidad de glutation total intracelular descendio un 55%. Inicialmente, valoramos los
efectos del silenciamiento y del tratamiento con GO determinado los niveles de EROs
intracelulares, de los transcritos de algunos genes de respuesta a estrés y de la
carbonilacion de proteinas. Estos resultados indicaron, que el silenciamiento indujo estrés
oxidativo que se incremento con el tratamiento con GO. El anélisis de los tioles oxidados
de las proteinas indicé que las células silenciadas y tratadas con GO tienen, en conjunto,
mayor grado de oxidacidn de tioles en sus proteinas. El patrén de proteinas con tioles
oxidados (marcados con IAF) es completamente diferente al de proteinas totales
(marcadas con Sypro-Ruby) en todas las situaciones estudiadas. Identificamos un total de
50 manchas que correspondieron a 27 proteinas diferentes. Entre ellas, algunas como
COF1 y ROA2(A2/B1), incrementaron el nivel de oxidacion de sus tioles como
consecuencia del silenciamiento, sin efecto relevante de la GO. En otras, como PDIA3 y
DHES3, se observd un efecto sumatorio del silenciamiento y del tratamiento con GO. Por
ultimo otro grupo de proteinas, como PSA6 y LEG1, presentaron maxima fluorescencia en
las células silenciadas, disminuyendo el grado de oxidacion de sus tioles en presencia de
GO, sefialando este resultado, probablemente, la existencia de tioles que se sobreoxidan
en condiciones estrés severo.

Financiacion: BFU2005-02896, CVI-3829, cofinanciacion FEDER.
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MECANISMOS DE GENOTOXICIDAD DEL ARSENICO. ESTUDIOS DE
DESREGULACION GENICA EN LA LINEA CELULAR HEPATOCITARIA HEPG2

Pastoret A.", Sampayo-Reyes A.2, Hernandez A.13, Marcos, R.!3
Departament de Genética i de Microbiologia; Universitat Autdnoma de Barcelona; 2Centro de
Investigaciones Biomédicas del Noreste, IMSS, México; 3CIBERESP.

El arsénico elemental (As) es un metaloide de origen natural al que las personas se
encuentran ambientalmente expuestas debido principalmente al consumo de agua
contaminada. Su exposicidn cronica se asocia con la aparicion de ciertos tipos de cancer
(piel, vejiga, pulmén, higado, rifidn y préstata), ademas de a otras patologias. En un
estudio previo llevado a cabo en nuestro grupo, tratando in vivo con arsenito a un grupo de
hamsters a dosis y tiempos equivalentes a las que reciben las poblaciones humanas
cronicamente expuestas, se detectd un conjunto de genes en el higado la expresion de los
cuales se veia modificada.

En el presente estudio, nuestro objetivo ha sido evaluar con mayor detalle algunos de los
genes que sufrieron una desregulaciéon en su expresion tras el tratamiento con arsenito,
para asi poder establecer posibles mecanismos mediante los cuales el arsénico ejerce su
carcinogenicidad en humanos. La linea celular hepatocitaria escogida para este fin fue la
linea HepG2, debido a que se ha demostrado que metaboliza el arsénico de una forma
similar a la que lo hacen los humanos in vivo. Las células se trataron con cinco
concentraciones subtoxicas de arsenito durante 24 y 48 horas. Los niveles de arsénico
inorganico (As'l y AsY), asi como los de sus metabolitos metilados principales (MMA y
DMA) fueron determinados mediante espectrometria de masas. Se estudio la variacion en
la expresion de cinco factores nucleares (HFN1o, HFN3o,, HFN4o,, HFN6o. y PRX) que
actan coordinadamente en una ruta relacionada con el desarrollo y diferenciacion de las
células hepaticas, ademas de encontrarse asociada con la capacidad tumoral en el
higado. Los estudios de expresion se han abordado tanto a nivel de ARN mensajero (PCR
a tiempo real semi-cuantitativa) como a nivel de proteina (Western-blot). La expresion de
una serie de genes relacionados con el metabolismo del arsénico (AS3MT) y con los
mecanismos de entrada y salida del arsénico en la célula (MRPs, GLUTs y AQPs) ha sido
también evaluada mediante RT-PCR convencional.
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GENOTOXICIDAD DE ALGUNOS METALES PESADOS EN DROSOPHILA
MELANOGASTER

1Carmona E.R., 2Guecheva T.N., 'Creus A., '3Marcos R.

'Grup de Mutagénesi, Universitat Autonoma de Barcelona, 2Departamento de Biofisica, Centro de
Biotecnologia, Instituto de Biociéncias, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil;
SCIBERESP.

A pesar de que existen numerosos estudios sobre los efectos carcinogénicos de diferentes
metales pesados, aun no estan bien dilucidados sus mecanismos de accion,
particularmente debido a que muchos metales no muestran un potencial genotdxico claro.
El presente estudio forma parte de la linea de investigacion sobre la determinacién de
mecanismos de genotoxicidad de metales pesados empleando a D. melanogaster como
modelo de estudio. En este contexto, en este trabajo se analizan los resultados obtenidos
sobre la evaluacion genotoxica de los metales mercurio, plomo y niquel. Para este
propdsito, se han utilizado dos ensayos in vivo: 1) el ensayo de mutacion y recombinacion
somaticas (SMART) en alas, que es un ensayo que permite detectar una amplia gama de
sucesos mutacionales, incluyendo eventos de recombinacion somatica; y 2) el ensayo del
cometa en hemocitos, el cual es altamente sensible y permite detectar dafio genético
primario en células individuales.

Los resultados obtenidos en el ensayo SMART de alas indican que ninguno de los tres
metales muestra una actividad genotoxica detectable. Sin embargo, al analizar la
interaccion de estos metales frente a la radiacion gamma en este mismo ensayo, los
compuestos de niquel muestran una interaccion de tipo sinérgico, lo que indicaria que los
compuestos de niquel afectarian a los mecanismos de reparacion en este organismo. Por
otro lado, los resultados obtenidos en el ensayo del cometa en hemocitos aislados de
larvas previamente tratadas con metales, muestran un dafio genético significativo para el
CHsHgCl, el Pb(NO3)2 y el NiSOs..

En resumen, los resultados obtenidos indican que la genotoxicidad de los metales
pesados evaluados en D. melanogaster dependeria, al menos en parte, del tipo de
compuesto, de la interaccion de estos metales con la reparacion y del ensayo empleado
(blanco genético analizado).
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ANTIGENOTOXICIDAD, APOPTOSIS Y LONGEVIDAD INDUCIDOS POR ELEMENTOS
DE LA DIETA MEDITERRANEA

Fernandez-Bedmar Z, Anter J, Villatoro-Pulido M, Font R, Del Rio-Celestino M, Carasatorre

M, Mufioz-Serrano A, Alonso-Moraga A, Campos-Sanchez J, Pérez-Guisado J.

Departamento de Genética, Edificio Gregor Mendel, Campus Rabanales, Universidad de Cordoba, 14071

Cordoba, Espafia

Los mapas epidemioldgicos de incidencia del cancer relacionan la dieta mediterranea con
una reduccién cualitativa y cuantitativa de tal conjunto de enfermedades. El grupo de
Genotoxicologia del Departamento de Genética de la Universidad de Coérdoba estudia los
mecanismos anti/genotoxicos, de inhibicién del crecimiento tumoral y de elongacion del
lifespan que pueden estar relacionados con las propiedades antidegenerativas de
alimentos y ciertos componentes distintivos incluidos en la denominada dieta
mediterranea. Desde esta perspectiva, una sustancia puede resultar antidegenerativa bien
impidiendo o reparando mutaciones generadas por especies reactivas, bien eliminando
células ya transformadas.

Los ensayos antigenotoxicol6gicos en discos imaginales alares en expansion clonal de
Drosophila melanogaster proporcionan informacidn sobre la inocuidad y posible actividad
protectora del dafio genético tanto de sustancias simples como de mezclas complejas
(alimentos). Los ensayos de citotoxicidad en células tumorales humanas, acompafiada de
fragmentacion cromosomica y/o induccién de caspasas, proporcionan informacién en el
segundo aspecto sobre la eficacia selectivamente quimiopreventiva de algunas
sustancias. Por ultimo, se estan desarrollando ensayos simples de longevidad en
Drosophila melanogaster, para determinar otro objetivo importante que complementa a
potencia antigenotoxica y anticarcinogénica, como es el incremento de la expansion de la
vida atendiendo a la dieta crénica que se ingiera.

Mediante la bateria secuencial de ensayos in vivo e in vitro descritos se puede obtener luz
sobre el nivel de eficacia absoluta, sinergismo o umbral de alimentos derivados del olivo,
rucola, rabano, pimiento, ajo, cebolla, tomate y ciertas moléculas distintivas (oleuropeina,
luteolina, apigenina, sulforrafano, capsaicina, capsantina, disulfuro de dialilo, disulfuro de
trialilo).
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GENOTOXICIDAD AMBIENTAL DE NANOPARTICULAS

Porredon C, de Lapuente J, Gonzélez-Linares J, Coloma A, Borras M
Unitat de Toxicologia Experimental i Ecotoxicologia, Parc Cientific de Barcelona

Se estima que la produccién de nanoparticulas incrementara exponencialmente en los
préximos 20 afios. Sin embargo, la gran diversidad de nanoparticulas existentes en cuanto
a forma, tamafio, composicién quimica, recubrimientos, propiedades, etc. dificulta la
evaluacion completa de cada una de ellas. Urge conocer la exposicion ecotoxicoldgica, los
factores de captacion/transferencia, la distribucién interna y metabolismo, la
genotoxicidad, la bioacumulacién y excrecion asi como las posibilidades de
biomagnificacion de las nanoparticulas en las cadenas troficas acuaticas y terrestres.
Previamente a los estudios de genotoxicidad es necesario conocer como interactian las
particulas con el medio y el organismo, y qué técnicas se pueden utilizar para detectarlas
en las matrices ambientales (andlisis quimicas, espectroscopia, marcaje con
radioactividad o fluorescencia...). Existe poca informacién sobre la genotoxicidad
ambiental pero se estan empezando a realizar estudios en especies centinelas y con
técnicas de genotoxicidad in vitro e in vivo con algas de agua dulce (Desmodesmus
subspicatus, Pseudokirchneriella subcapitata), D. magna, mejillones y distintas especies
de pez (Danio rerio, Pimephales promelas, Oryzias latipes, Micropterus salmoides...). Los
tests utilizados para el estudio de la genotoxicidad con nanoparticulas incluyen el test de
Ames, el test de aberraciones cromosdmicas, Comet assay, test de micronucleos, test
HPRT (hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase) forward mutation assay, tincion
0-H2AX y aductos de DNA 8-hidroxideoxiguanosina. Con los estudios realizados hasta el
momento se han podido identificar algunos puntos clave para determinar la genotoxicidad
de una nanoparticula. Estos son el tamafio, la forma, el area de superficie, la pureza, el
grado de aglomeracion, la carga de superficie y la composicién quimica, aunque se
desconoce su importancia relativa. Se requiere estudiar un mayor numero de
nanoparticulas, habitats y condiciones de exposicion. Nuestro laboratorio coordina el
subproyecto “Salud y Medio Ambiente” dentro del proyecto NANOSOST vy participa en la
propuesta EUROCORES “New Approaches for Ecotoxicity Testing of Nanomaterials”
(EuroNanoEcotox).
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REVISION DE BIOINDICADORES Y METODOS PARA LA DETECCION DE
GENOTOXICIDAD EN ESTUDIOS ECOTOXICOLOGICOS

Gomez M2.T, Serret J, Ramos D, Sanna GL, Borras M.

Unitat de Toxicologia Experimental i Ecotoxicologia, Parc Cientific de Barcelona.

En las dltimas décadas, los aspectos mas creativos de la evaluacion genotdxica han
experimentado un impulso con su aplicacidn a la toxicologia ambiental. Una amplia gama
de técnicas y un amplio rango de organismos (desde bacterias hasta humanos) han sido
propuestos como modelos experimentales.

Nosotros mostramos aqui una revision de los distintos organismos y métodos utilizados
para la deteccion de genotoxicidad en algunos estudios ecotoxicoldgicos reportados en la
literatura cientifica hasta el momento actual, asi como de los estudios y adaptaciones
técnicas realizados por nuestro laboratorio en este ambito.

Métodos: Se revis6 una amplia gama de organismos de los distintos niveles tréficos:
Bacterias, protozoos, algas, plantas, insectos, anélidos, crustaceos, moluscos, anfibios,
peces, aves, quiropteros, cetaceos y roedores, indicando las especies comiunmente mas
utilizadas como bioindicadores y el método o bateria de métodos (Comet test,
Micronucleos, Kado test, VITATOX, MUTATOX..etc) que se han empleado en la deteccion
de genotoxicidad; referenciandola con los estudios ecotoxicologicos mas actuales.
Resultado: Se obtuvo una tabla mostrando literatura reciente sobre evaluacion de
genotoxicidad en estudios medioambientales, en la que se hace patente el amplio rango
de bioindicadores y métodos utilizados.

Nuestro laboratorio trabaja activamente en la aplicacion del Comet Assay a los estudios de
Ecovigilancia, especialmente en tomatera (Solanum lycopersicum), lombriz de tierra
(Eisenia foetida), pulga de agua (Daphnia magna) y raton de bosque (Apodemus
sylvaticus). Se presenta brevemente una panoramica de los estudios desarrollados y de
las adaptaciones técnicas implementadas.

Palabras claves: Genotoxicidad, bioindicadores, tests toxicogenéticos, organismos,
especies, estudios ecotoxicoldgicos.
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IMPORTANCIA DEL ESTADO DE METILACION DEL ADN PARA EL CORRECTO
FUNCIONAMIENTO DE LA TOPOISOMERASA I EN LA SEGREGACION
CROMOSOMICA

Mateos S, Orta MI, Pastor N, Dominguez |, Cortés F

Grupo de Cultivo Celular y Radiobiologia, Departamento de Biologia Celular, Facultad de Biologia,
Universidad de Sevilla, Avda. Reina Mercedes n° 6, 41012 Sevilla, Espafa.

urL: http://www.grupo.us.es/gcucera

Trabajos publicados recientemente por nuestro grupo de investigacion presentan
evidencias que muestran cémo la inhibicion catalitica de la enzima topoisomerasa Il (topo
[) a través de mecanismos diversos, altera seriamente el proceso de la segregacion
mitética de tal manera que el funcionamiento defectuoso de la enzima produce una
incorrecta separacion de las cromatidas hermanas, lo cual a su vez desencadena una alta
tasa de endorreduplicacion (forma de poliploidia que lleva a la aparicién de metafases con
diplocromosomas constituidos por cuatro cromatidas en lugar de dos).

Con el propdsito de continuar con nuestros estudios sobre el papel que juega la naturaleza
quimica del ADN en relacion con el reconocimiento de la enzima topo Il de determinadas
secuencias de nucledtidos del ADN para su unién y posterior corte, nosotros hemos
llevado a cabo una investigacion en la que hemos analizado la influencia que tendria
modificar el estado de metilacion del ADN en relacion con el correcto funcionamiento de la
enzima en los procesos de segregacion cromosomica. El nucledsido analogo de la citidina
5azaC o el glucocorticoide budesonide han sido utilizados para modificar el estado de
metilacion del ADN (hipometilacién e hipermetilacién, respectivamente) de células CHO en
cultivo. Para la evaluacion de los cambios producidos en el patron de metilacién del ADN
gendémico hemos utilizado el ensayo de fragmentacién del ADN con Hpall/Mspl o
mediante HPLC. Con el objetivo de establecer una posible relaciéon entre pérdida de
funcion topo Il y cambios en la metilacion del ADN, hemos realizado un abordaje a nivel
molecular utilizando un ensayo para la deteccion inmunolégica de la forma fosforilada de
la histona H2AX para monitorizar las roturas de cadena doble (DSB) que son generadas
en respuesta al veneno de topo [ m-AMSA. La cuantificacion del dafio en el ADN también
ha sido evaluada mediante electroforesis de campo pulsante (PFGE). Nuestros resultados
apoyan la idea de que las modificaciones en el estado de metilacién del ADN tienen por
resultado una funcion defectiva de la topo Il en la segregacion cromosoémica que
eventualmente lleva a la produccion de mitosis aberrantes y posteriormente a la
produccion de células endorreduplicadas.
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LOS CONSERVANTES BUTILHIDROXIANISOL Y PROPILPARABENO EN
COMBINACION INDUCEN DANO GENOTOXICO EN CELULAS DE MAMIFERO EN
CULTIVO

Pérez Martin J.M.!, Daimiel L.2, Martin Sanchez C.2, Martinez-Botas J.2, Lasuncién M.A.23,
Hazen M.J.1

1. Grupo de Toxicologia Celular. Dpto. de Biologia. Facultad de Ciencias de la Universidad Autdnoma de
Madrid.

2. CIBER Fisiologia de la Obesidad y Nutricion. Unidad Bioquimica-Investigacion. Fundacién para la
Investigacion Biomédica. Hospital Ramén y Cajal. Madrid.

3. Dpto. de Bioquimica y Biologia Molecular, Universidad de Alcala, Alcala de Henares, Madrid.

En los ultimos afios se han detectado multitud de nuevos contaminantes antropogénicos
en el medio ambiente, lo que ha suscitado gran interés y preocupacion por sus posibles
efectos sobre la salud ambiental y humana. Tradicionalmente se han venido analizando
los efectos de los xenobidticos de manera individual con resultados muy utiles e
interesantes. Sin embargo, hay que destacar el creciente interés por analizar las
combinaciones de estos compuestos tal y como aparecen el medio ambiente, para lo que
deben realizarse estudios sobre mezclas de compuestos quimicos.

Un primer paso consiste en el estudio de mezclas binarias con fines mecanicistas para
intentar predecir los efectos combinados. En el presente trabajo se ha determinado el
mecanismo toxico que subyace al efecto antiproliferativo de la mezcla binaria de
butilhidroxianisol (BHA) y propilparabeno (PPB), dos conservantes ampliamente utilizados
en la industria cosmética, alimentaria y farmacéutica, empleando una linea celular
establecida de fibroblastos de rifidn de mono (Vero), de reconocida sensibilidad.

Para determinar la alteracion bioquimica responsable de la parada de ciclo celular en GO-
G1 en los tratamientos combinados, se llevaron a cabo analisis de toxicogenomica
empleando el microarray CholestChip™, y se complementaron con estudios de
cuantificacion de proteinas por western blot. Estos analisis confirmaron cambios en los
niveles de expresidn génica y de proteinas que controlaban la parada de ciclo celular a
través de la ruta de sefializacion de dafio al ADN (ATM-p53-p21). Para concluir, se
realizaron inmunodetecciones indirectas contra 80HdG, y contra la histona H2AX
fosforilada (Ser139), observandose en todos los tratamientos incrementos en el nimero de
células marcadas positivamente con respecto al control. Por lo tanto, podemos concluir
que nuestros resultados relacionan la parada de ciclo celular con dafio oxidativo al ADN.

59



Bellaterra, 29 Junio - 1 Julio, 2009

NOTAS:

60



SEMAZ2009

DETERMINACION DE LOS MECANISMOS ANTIPROLIFERATIVOS DE LA
CARBAMAZEPINA

Pérez Martin J.M., Fernandez Freire P., Labrador V., Hazen M.J.

Grupo de Toxicologia Celular. Dpto. Biologia. Facultad de Ciencias de la Universidad Auténoma de Madrid.

Desde finales de la década de los noventa, mas de cien compuestos farmacéuticos y de
cuidado personal han sido detectados en aguas de uso humano. Este hecho ha
despertado el interés por conocer los efectos que tienen sobre el medio ambiente y la
salud humana. Uno de los farmacos mas frecuentemente encontrado en aguas
superficiales de todo el mundo es la carbamazepina (CBZ). Su elevada tasa de
prescripcidn y su persistencia en el medio ambiente permiten que llegue a alcanzar
concentraciones de hasta 236.27 pg/L (1uM).

Aunque el efecto antiproliferativo de la carbamazepina esta ampliamente documentado, el
mecanismo por el que se produce sigue siendo desconocido. Con el fin de precisar cémo
este farmaco anticonvulsivo ejerce sus efectos sobre la division celular, se incubaron
fibroblastos de rifion de mono verde africano (Vero) en un rango de dosis de 0-500 uM
durante 24h.

Nuestros resultados demostraron que la carbamazepina presenta diferentes efectos en
funcion de la dosis. El indice mitotico mostré cambios significativos con respecto del
control desde 50 puM.

Empleando diferentes técnicas de inmunodeteccion especifica, hemos podido demostrar
que los tratamientos con dosis = 250 uM disminuyen la proliferacion por inhibicidn de la
separacion de los centrosomas, induciendo la formacion de husos monopolares, e
incrementando el porcentaje de células metafasicas en el cultivo.

La inhibicién de la proliferacion en el rango de 50 — 150 uM no correspondia con el
mecanismo anteriormente descrito, sino que se debia a una parada del ciclo celular en
G0-G1, con induccion de especies reactivas de oxigeno (DCF-DA) y dafio oxidativo al
ADN (80HdG). El efecto antiproliferativo revirtié en presencia de N-Acetil-Cisteina (NAC),
lo que implica que la inhibicién de la proliferacién mediada por carbamazepina en este
rango de dosis se debe a estrés oxidativo.
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EVALUACION DE DIFERENTES ASPECTOS TOXICOLOGICOS DE AGUAS
SOMETIDAS A TRATAMIENTOS DE DEPURACION Y POTABILIZACION

Camps, L.; Sola M; Palacios G; Benameur W; Borras, M.

Unitat de Toxicologia Experimental i Ecotoxicologia. Parc Cientific de Barcelona.

El ciclo urbano del agua culmina en las plantas depuradoras, la funcion de las cuales es
devolver el agua usada en ambientes urbanos al medio ambiente en las mejores
condiciones posibles. El marco legal actual establece unos parametros de seguridad de
sustancias quimicas que estas aguas deben cumplir antes de ser devueltas al medio, a
pesar de no ser usadas para el consumo humano. El proceso de evaluacion incluye la
cuantificacion de determinados marcadores que actuan de indicadores de su seguridad.
Nuestro grupo plantea, en el marco del proyecto SOSTAQUA, la adaptacion de una
bateria de ensayos que evaluen el impacto ambiental y sanitario de estas aguas
depuradas sin necesidad de identificar o cuantificar las sustancias toxicas. Uno de los
objetivos del proyecto consiste en determinar las técnicas mas adecuadas para la
evaluacion del riesgo, y en este trabajo se muestran algunos resultados preliminares de
los estudios realizados. En concreto se evalua la genotoxicidad de aguas recogidas en un
muestreo puntual de 5 plantas de tratamiento de aguas, tanto depuradoras como
potabilizadoras, en modelos ambientales, mediante el Comet assay en celomocitos de
lombrices de tierra, (Eisenia fetida) y tests in vitro de carcinogénesis y citotoxicidad en
lineas celulares establecidas. La diversidad de resultados obtenidos muestra como estas
aguas, al representar mezclas complejas de contaminantes requieren la aplicacion de
diversas técnicas para poder evaluar diferentes aspectos de toxicidad. Los resultados
obtenidos son diferentes para cada muestra en funcion de la técnica y el modelo usado y,
a pesar de quedar muchos datos por analizar, se observa como, muestras que dan un
efecto genotoxico en organismos enteros usados como indicadores en ecotoxicologia no
muestran, en lineas celulares efectos tdxicos o mitogénicos
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EXPOSICION A SUBPRODUCTOS DE LA CLORACION (CBPs) DEL AGUA EN
PISCINAS. NIVELES DE TRIHALOMETANOS EN AIRE EXHALADO Y DANO
GENOTOXICO

Liviac D.!, Marcos R.1, Creus A.!, Kogevinas M.2, Villanueva C.2, Espinosa A.2, Font L.2,
Grimalt J.3

1Grup de Mutageénesi, Departament de Genética i de Microbiologia, Facultat de Biociéncies, Universitat
Autonoma de Barcelona, 08193 Bellaterra (Cerdanyola del Valles). 2CREAL. 3IQA-CSIC.

El agua es esencial para la vida pero, para que sea considerada apta para el consumo
humano y suministrada a la poblacion, tiene que desinfectarse mediante tratamiento
quimico. Aunque el proceso de desinfeccion produce agua libre de patégenos, también
origina la formacién de compuestos quimicos, conocidos como subproductos de la
cloracién (chlorination by-products, CBPs), resultado de la reacciéon del cloro con la
materia organica presente en el agua. Dado que determinados estudios han postulado la
posible relacion entre exposicion a CBPs y determinados tipos de cancer, es necesario
aportar informacion acerca de como estos compuestos actian y, en particular, determinar
si poseen potencial genotdxico.

De entre las diversas fuentes de exposicion a CBPs, las piscinas constituyen una fuente
importante. El agua que se utiliza en ellas es desinfectada de manera similar a la del agua
de consumo, por adicion de cloro; pero, debido a que las dosis de cloro que se usan para
mantenerla desinfectada son mayores y que el agua recircula por largos periodos de
tiempo, tras sucesivas cloraciones, los CBPs se encuentran en concentraciones
superiores a las del agua potable. En este contexto, el objetivo del presente estudio ha
sido evaluar en 50 voluntarios sanos el efecto genotdxico de la exposicidon a estos
compuestos del agua de piscina. De cada participante se obtuvieron muestras de aire
exhalado para evaluar los niveles de exposicién, y de sangre y orina, para determinar los
niveles de dafio mediante los ensayos de micronucleos y del cometa. Las muestras se
tomaron antes y después de nadar por un tiempo determinado y/o realizar diversos
gjercicios dentro del agua. Los resultados obtenidos muestran una asociacién positiva
entre los niveles de trihalometanos antes y después de nadar con las frecuencias de
micronucleos en linfocitos de sangre periférica y en células uroteliales, pero no con los
correspondientes al ensayo del cometa.
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EVALUACION MUTAGENICA DE LiQUIDOS DE PIROLISIS DE LODOS DE
DEPURADORA MEDIANTE EL ENSAYO DE SALMONELLA TYPHIMURIUM

Pillco A(1)*, Hazen MJ(2), de la Pefia E(1)
(1) Mutagénesis Ambiental. CSIC Centro de Ciencias Medioambientales ICA Serrano 115, 28006 Madrid.

(2) Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad Autonoma de Madrid, Darwin 2, 28049
Madrid.

Los lodos que resultan del tratamiento de aguas residuales son mezclas complejas
heterogéneas que contienen una amplia gama de productos quimicos organicos e
inorganicos. Actualmente se estan desarrollando alternativas viables de evacuacion que
permitan reutilizar, reciclar o dar otro uso comercial a estos residuos. La pirolisis destaca
como una via de evacuacion que podria convertirse en una interesante alternativa
energética, mediante la cual los lodos dejarian de ser residuos para convertirse en materia
prima por lo que estarian sometidos al nuevo reglamento REACH relativo al registro, la
evaluacion y autorizacion y la restriccion de las sustancias y preparados quimicos, tiene la
finalidad de garantizar un alto nivel de proteccion de la salud humana y del
medioambiente. Por ello nuestro objetivo es evaluar el potencial mutagénico de liquidos
de pirdlisis de lodos procedentes de dos plantas de depuracién de aguas residuales.

Los liquidos de pirdlisis de lodos de las plantas depuradoras de Madrid Sur y de
Valladolid obtenidos a 530°C, fueron evaluados por el bioensayo de Salmonella
typhimurium para la deteccion de mutaciones puntuales. Los resultados evidencian que
ambas muestras producen efectos mutagénicos a partir del 25 % de concentracion/placa.
En el caso de Madrid Sur se observa que el liquido de pirolisis induce mayor nimero de
revertientes/placa, que el liquido de pirolisis procedente de Valladolid.

Los resultados de esta investigacion indican que los liquidos de pirolisis producen efectos
mutagénicos asociados con los diferentes compuestos que se forman durante el proceso
de pirolisis, el empleo de estos bioensayos son una pieza fundamental previa a la
potencial utilizacion de residuos, dado que la valorizacion de estos, tanto por su empleo
energeético como agricola hace necesaria una evaluacion toxicoldgica y ecotoxicoldgica,
con la finalidad de evaluar el riesgo potencial para la salud y el medioambiente.

Proyecto OTT2007X1317 *Beca MAEC-AECID
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GENOTOXICIDAD ASOCIADA A LA EXPOSICION A VERTIDOS DE PETROLEO:
LECCIONES DEL ESTUDIO DEL PRESTIGE

Pérez-Cadahia B'2, Laffon B!, Pasaro E', Méndez J?

"Unidad de Toxicologia, Dpto. Psicobiologia, Universidade da Corufia, Edificio de Servicios Centrales de
Investigacion, Campus de Elvifia s/n, 15071-A Corufia; 2Dpto. Biologia Celular y Molecular (Area de
Genética), Universidade da Corufia, Facultad de Ciencias, Campus A Zapateira s/n, 15071-A Corufia
(bperezc@udc.es)

Como consecuencia del elevado numero de vertidos de fuel que han tenido lugar en
aguas de todo el mundo, existe una amplia poblacién humana expuesta al fuel de diversas
formas y durante diferentes periodos de tiempo. El accidente del buque Prestige (a 310
millas de las costas de Galicia, 19 de Noviembre de 2002) constituy6 el ultimo gran vertido
en las costas europeas implicando a mas de 327000 voluntarios, ademés de trabajadores
contratados para las labores de limpieza y recuperacién. El fuel transportado era fuel
pesado n°6 (USEPA) y fue clasificado por la IARC como posible carcinégeno humano
(Grupo 2B). Como principales mecanismos de actuacion en el organismo de los
componentes del fuel destacan los relacionados con alteraciones del material genético,
presentando éstas una gran importancia al estar consideradas como biomarcadores de
efectos biolégicos precoces y primeras etapas de la carcinogénesis. En este trabajo se
analiz6 una poblacién de 310 individuos expuestos al fuel del Prestige durante las diversas
tareas de limpieza. Las tasas de dafio en el ADN asociadas a la exposicion fueron
evaluadas mediante los ensayos del cometa, intercambios entre cromatidas hermanas y
test de micronucleos. Se detectaron incrementos significativos en los niveles de dafio en
los individuos expuestos en relacién a los controles, resultando factores influyentes la
duracion y el tipo de exposicidn, asi como en ocasiones la utilizacién de dispositivos de
proteccion. El andlisis de polimorfismos en genes implicados en procesos metabolicos
mostré un efecto de ciertos polimorfismos en los genes EPHX1, GSTP1 y GSTT1. En
cuanto a los polimorfismos en genes de reparacion del ADN, se obtuvo efecto significativo
sobre los niveles de dafio genético asociado a polimorfismos en los genes XRCC1,
XRCC3 y XPD, relacionados todos ellos con reducciones en la actividad de reparacion.
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DANO GENOTOXICO DE LA EXPOSICION AL FUEL DETECTADO MEDIANTE M-FISH

vs. BANDAS G

Monyarch Gros G2, Rodriguez Trigo G2, Zock JP?, FP Gomez?, Verea H2, Pozo
Rodriguez F2, Barbera JA2, Coll MD?, Fuster C':2

Unitat de Biologia Cel-lular i Genética Médica. Facultat de Medicina. Campus de la UAB
2Miembros del grupo SEPAR-Prestige

Introduccién: En noviembre de 2002 el petrolero “Prestige” se hundié frente a las
costas gallegas vertiendo una enorme cantidad de fuel (77.000 toneladas). En las
labores de limpieza participaron marineros que intervinieron en los primeros
momentos con escasas medidas de proteccion. En un estudio previo realizado por
nosotros en 91 individuos Expuestos (E) y 46 No Expuestos (NE) al fuel dos afios
después de la exposicion se detectod un incremento de alteraciones cromosdmicas
estructurales especialmente desequilibradas. Entre estas ultimas destacan los
cromosomas marcadores y acéntricos dificiles de identificar mediante bandas G.
Ambos grupos E y NE debian ser individuos fértiles, no fumadores y con buena
salud. Ademas en el grupo E debian haber participado en las labores de limpieza
durante los primeros dias (>15 dias y al menos 4 horas diarias).

Objetivo: Investigar si la técnica de FISH Multicolor (24 colores; M-FISH) permite
una mayor deteccion y caracterizacion de los dafios causados por la exposicion al
fuel comparada con las bandas G.

Métodos: La M-FISH se ha llevado a cabo en los mismos cultivos de linfocitos de
sangre periférica analizados previamente con bandas. Se han analizado un total de
7 individuos E y 7 NE realizando >25 cariotipos multicolor /individuo.

Resultados: La frecuencia de alteraciones cromosémicas estructurales detectadas
mediante M-FISH en el grupo E (11.1%; 22 alteraciones/ 198 cariotipos) ha sido
significativamente mayor que en el de NE (4.2%; 6 alteraciones/ 193 cariotipos)
(P=0.036). En estos mismos individuos se habia detectado previamente una menor
frecuencia de alteraciones cromosdmicas estructurales con bandas G
especialmente en E (3.7%; 7 alteraciones/ 85 cariotipos) vs NE (3,6 %; 5
alteraciones/ 36 cariotipos) siendo la diferencia no estadisticamente significativa
(P=0,96).

Conclusion: Nuestros resultados, aunque preliminares, parecen indicar una mayor
sensibilidad de la técnica de M-FISH vs Bandas G para la deteccion de alteraciones
cromosomicas estructurales en los estudios de genotoxicidad. Sin embargo es
imprescindible incrementar el nimero de individuos E y NE mediante ambas
metodologias para poderlo confirmar.
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DANO GENOMICO EN PACIENTES CON DIFERENTE NIVEL DE INSUFICIENCIA
RENAL Y SU RELACION CON FACTORES BIOQUIMICOS Y CON LOS HABITOS DE
LOS PACIENTES, MEDIDO A TRAVES DEL ENSAYO DEL COMETA

Stoyanova E., Sandoval B., El Yamani N., Coll E.*, Pastor S., Reyes J.*, Andrés E.*,

Ballarin J.*, Marcos R.
Grup de Mutagénesi, Departament de Genetica i de Microbiologia, Facultat de Biociéncies, Universitat

Autonoma de Barcelona. * Fundacié Puigvert, Barcelona.

Tanto los pacientes con insuficiencia renal crénica (IRC) sometidos a tratamiento de
hemodialisis, como los pacientes pre-dialisis (que presentan insuficiencia renal pero
todavia no se encuentran en tratamiento), representan una poblacion de alto riesgo con
incidencia elevada de patologias cardiovasculares, envejecimiento prematuro y patologia
cancerosa. Esta elevada incidencia de cancer se ha relacionado con niveles elevados de
dafio genético y con la posible reduccion en la capacidad de reparar el dafio en el DNA. La
acumulacion de sustancias genotdxicas en el dialisato o en el plasma de estos pacientes
puede ser causa de los elevados niveles de dafo genético observados en esta poblacion.
En este contexto, el objetivo de este estudio es el de valorar la existencia de inestabilidad
gendmica en pacientes con IRC.

En este estudio de biomonitorizacion han participado 97 pacientes en hemodidlisis (HD),
ademas de 211 pacientes de pre-dialisis y 72 controles sanos. Los niveles de dafio
genético se han evaluado en linfocitos de sangre periférica mediante el ensayo del
cometa; ademés se han utilizado enzimas especificas de reparacion, involucradas en
reparar bases oxidadas (endonucleasa Ill y formamidopirimidina glicosilasa), para detectar
la posible induccion de dafio oxidativo. Los dos parametros utilizados para evaluar el dafio
genético han sido el porcentaje de DNA en la cola y el OTM (Olive tail moment). El andlisis
estadistico de los resultados obtenidos muestra correlaciones significativas del dafio
genético observado con algunos parametros como el tiempo de tratamiento en HD, el
grado de uremia y diversos parametros clinico-analiticos. Actualmente se sigue ampliando
en estudio con nuevos pacientes pre-diélisis y controles sanos, evaluando los niveles de
dafio en muestras repetidas de los mismos pacientes a lo largo del tiempo.
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DANO GENETICO Y RADIOSENSIBILIDAD, MEDIDO CON EL ENSAYO DE
MICRONUCLEOS, EN PACIENTES CON INSUFICIENCIA RENAL CRONICA (IRC)
2Sandoval B, 3Coll E, 'Stoyanova E, 'El-Yamani N, 3Herreros A, 3Andrés E, 3Ballarin J,

Marcos R.
'Grup de Mutagenesi, Departament de Genética y Microbiologia, Universitat Autdnoma de Barcelona,
Bellaterra. 2Universidad Autbnoma de Tamaulipas, México.3 Unidad de Dialisis, Servicio de Nefrologia de la

Fundacién Puigvert, Barcelona.

La IRC es una enfermedad caracterizada por la pérdida gradual y progresiva de la funcién
renal, y se caracteriza principalmente por una alta incidencia de patologia cardiovascular y
cancer. En estos pacientes se ha observado una alta incidencia de dafio en el DNA con
respecto a los de la poblacion general y, como mecanismos responsables, se ha
propuesto la acumulacién de cancerigenos ruto de la patologia (EROs, RCOs, AGEs,
ALEs) ya sea por la disminuida capacidad de eliminarlos y/o por la deficiencia de
minerales y vitaminas antioxidantes en estos pacientes ocasionada en parte por su
tratamiento con hemodialisis.

El objetivo del presente estudio es el evaluar los niveles de dafo genético y la
radiosensibilidad en pacientes con IRC en diferentes estadios de la patologia, asi como
determinar los efectos de su tratamiento con dos técnicas de hemodidlisis: la hemodialisis
convencional (HD) y la hemodiafiltracién en linea (HDF-EL).

Hemos utilizando como biomarcador de dafio genético la frecuencia de micronucleos en
linfocitos de sangre periférica sin y con la irradiacion de 0,5 Gy, para determinar los
niveles basales de dafio y su radiosensibilidad/radioresistencia a la irradiacion. El estudio
se ha llevado a cabo evaluado 157 pacientes con IRC, 73 de los cuales estan bajo
tratamiento de hemodidlisis y una poblacion control de 73 individuos. De los pacientes en
HD, 8 han pasado al régimen de HDF-EL.

Los resultados muestran que los niveles de dafio son mayores en los pacientes con IRC
que en los controles, siendo mayor en aquellos sometidos a HD que en los que se
encuentran en estadios previos de la enfermedad. El tamafio pequefio de la muestra, no
permite concluir si el cambio de régimen de HD supone una reduccién significativa de los
niveles de dafio. La irradiacion induce incrementos mas elevados en aquellos pacientes
IRC con patologia tumoral.

75



Bellaterra, 29 Junio - 1 Julio, 2009

NOTAS:

76



SEMAZ2009

LA VARIACION GENETICA EN AS3MT, GSTO1 y GSTO2 INFLUENCIA EL DANO
CITOGENETICO ENCONTRADO EN TRABAJADORES EXPUESTOS AL ARSENICO

12Hernandez A., 'Paiva L., "Martinez V., 'Creus A., 3Quinteros D., "2Marcos R.

1Grup de Mutagénesi, Departament de Genética i de Microbiologia, Universitat Autonoma de Barcelona,
Bellaterra; 2CIBERESP; 3Departamento de Salud Ocupacional, Divisién Codelco Norte, Corporacién del
Cobre de Chile, Chile

El arsénico se ha convertido en un problema de salud debido a la gran cantidad de
poblacion expuesta y a la gravedad de sus efectos. La enzima arsenito(lll)
metiltransferasa (AS3MT) cataliza la metilacion del arsenito y el &cido monometilarsenoso
(MMA) y se considera la enzima determinante en el metabolismo del arsénico. Se conoce
que las formas metiladas de arsénico MMA!l' y DMAI son mas toxicas que las especies
inorganicas de las que derivan y que, por lo tanto, los efectos producidos por el arsénico
estan influenciados por la capacidad de metilacién individual. Puesto que se sabe que el
arsénico ejerce gran parte de su toxicidad mediante las especies reactivas del oxigeno
(ROS) generadas durante su metabolizacién, se ha propuesto que dos miembros de las
recientemente identificadas glutation-S-transferasas Omega (GSTO1 y GSTO2)
desempefian un papel importante en la modulacion de los efectos tdxicos y genotdxicos
del arsénico, principalmente via la eliminacion de los ROS. El objetivo de este estudio fue
evaluar si la variacion genética en As3MT, GSTO1 y GSTO2 influye en el dafio
citogenético inducido por el arsénico, medido mediante el ensayo de intercambio de
cromatidas hermanas (SCE) y el ensayo de microntcleos en linfocitos (MN) o en células
bucales (BCMN). Las frecuencias alélicas de 207 sujetos crénicamente expuestos al
arsénico en su lugar de trabajo fueron determinadas por PCR, y los perfiles de arsénico
urinarios determinados mediante espectrometria de masas con plasma inductivamente
acoplada a cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC-ICP/MS). No se encontrd
asociacioén con el dafio producido por el arsénico al analizar los SNPs seleccionados
individualmente, pero el analisis de los haplotipos revel6 un aumento significativo en las
frecuencias de SCE y de MN en los individuos que presentaron cambios conjuntamente en
AS3MT, GSTO1y GSTO2. Adicionalmente, ese mismo haplotipo se encontrd asociado
con un aumento significativo en el porcentaje de MMA urinario. En conjunto, nuestros
resultados indican que variaciones en la capacidad de metilacién del arsénico,
acompafada de deficiencias en el sistema GSTO de eliminacién de los ROS, dan lugar a
un aumento significativo del dafio inducido por el arsénico.
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El arsénico (As) es un elemento de amplia distribucién en la naturaleza. Este esta presente en el
entorno tanto de forma natural, como consecuencia de ciertas actividades industriales humanas.
La fuente mas importante de exposicién al arsénico en los seres humanos es por ingestion, tanto
de alimentos como de agua, aunque el arsénico también puede ser inhalado, fundamentalmente
en los casos de exposicion laboral. Los niveles de arsénico en el entorno varian significativamente
entre zonas geograficas. En México el problema del hidroarsenicismo (altos niveles de arsénico en
el agua de consumo) esta presente, fundamentalmente, en la zona norte estando vinculado con el
aumento del riesgo en cancer de piel, pulmon, vejiga y rifion.

La arsénico (Ill) metiltransferasa (AS3MT) es la enzima clave en la biotransformacion del arsénico
una vez éste penetra en el organismo. Cataliza la metilacion del arsenito y del MMA, y diversos
estudios han demostrado que la variacion genética en este gen pudiera ser responsable de la
variacién que se encuentra en los efectos producidos por el arsénico, ya que los derivados
organicos metilados son mas tdxicos que las especies inorganicas de las que derivan. Se ha
propuesto que la enzima glutation-S transferasa 1 (GSTO1) pudiera ser un modulador de los
efectos del arsénico, principalmente via la eliminacién de las especies reactivas de oxigeno (ROS)
producidas durante la metabolizacion del compuesto.

El objetivo principal de este estudio es el de evaluar los efectos genotoxicos producidos por el
arsénico mediante el ensayo del cometa en condiciones alcalinas, y estudiar como la variacion
genética existente en los genes AS3MT y GSTO1 influyen en este pardmetro. La poblacion en
estudio correspondié a 183 personas expuestas cronicamente al arsénico en la zona geogréafica
de Torredn, México, donde los niveles de arsénico ambiental son elevados. Como complemento,
se han valorado los niveles de exposicidn individual, expresados tanto como niveles totales de
arsénico, como su particion en niveles de arsénico inorganico y organico.
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CANCER DE TIROIDES
Akdi A., E.M. Giménez, S. Pastor, R. Marcos, A. Velazquez
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La incidencia al cancer de tiroides esta aumentando en la mayoria de los paises
desarrollados. Actualmente se postula que genes de susceptibilidad, junto con factores
ambientales, pueden tener un papel importante en el desarrollo del cancer de tiroides.
Nuestros estudios previos relacionan dos polimorfismos (rs4658973 y rs2145418) de la
region 1p12 con la susceptibilidad al cancer de tiroides. EI SNP rs2145418 esta localizado
en una region conservada vacia de genes que, segun la base de datos, podria tratarse de
una region reguladora y el rs4658973 esté localizado en el intron 24 del gen WDR3.

En el presente estudio se presenta la ampliacion de nuestro previo analisis de
susceptibilidad con el fin de comprobar la asociacion de la regién 1p12 con el cancer de
tiroides. Se ha analizado la interaccion de los dos marcadores, rs4658973 y rs2145418,
mostrando que las combinaciones genotipicas TT-TG, TT-GG y GT-GG, respectivamente,
estan fuertemente asociadas con el cancer de tiroides (P total de interaccion 0,026), lo que
sugiere su actuacion conjunta en la susceptibilidad al cancer de tiroides. Asimismo, se ha
genotipado el polimorfismo rs2145418 mediante PCR-RFLP en una poblacion alemana
formada por 280 controles y 94 pacientes con cancer de tiroides encontrandose un valor
de odds ratio estadisticamente significativo, OR=3,29 (95% CI 1,98-5,44) y OR=2,82 (95%
Cl 0,97-8,17) para los heterocigotos y homocigotos portadores del alelo variante,
respectivamente (P<0.0001). Estos resultados indican la asociacion de la regién 1p12 con
el cancer de tiroides en otras poblaciones, ademas de la poblacion espafiola. Por Ultimo,
con el fin de identificar la region de susceptibilidad marcada por el polimorfismo rs2145418
se han genotipado tres SNPs ligados a rs2145418 que abarcan 2 Kb, utilizando la
poblacion espafiola. Los resultados de genotipado, analisis de haplotipos y su relacion con
las caracteristicas clinico-patoldgicas se presentan en este trabajo.

El conjunto de resultados obtenidos, pone de manifiesto la importancia de la region 1p12
en la susceptibilidad al cancer de tiroides. En dicha susceptibilidad podrian intervenir tanto
secuencias reguladoras como genes especificos, entre ellos el WDR3.
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EXPRESION DIFERENCIAL DE LOS GENES WDR3Y TBX15 EN LINEAS CELULARES
HUMANAS DE CANCER DE TIROIDES

'Giménez E.M., 'Akdi A., 2Marcos R., 12Velazquez A.

1Grup de Mutagénesi, Universidad Autonoma de Barcelona, Bellaterra. 2CIBERESP

Estudios previos de nuestro laboratorio identificaron marcadores de susceptibilidad al
cancer de tiroides en la region cromosémica 1p12, asociando los genes WDR3 'y TBX15
con esta enfermedad.

El gen WDR3 pertenece a la familia de genes codificantes de proteinas con motivos WD,
involucradas en numerosos procesos celulares, tales como la progresion del ciclo celular y
la transduccion de sefiales. El gen TBX15 forma parte de la familia T-box, la cual codifica
factores de transcripcion reguladores del desarrollo.

Dadas sus probables funciones, nuestro objetivo fue analizar la expresion de estos genes
en lineas celulares humanas de cancer de tiroides, para determinar su posible implicacion
en la etiologia de este cancer.

Se estudiaron 12 lineas celulares humanas, incluyendo 2 controles (linea celular de
fibroblastos primarios y HelLa), 3 lineas celulares de cancer de tiroides papilar, 4 de cancer
de tiroides folicular y 3 de cancer de tiroides anaplasico, mediante RT-PCR y Western blot.
Ademas se estudio el patron de metilacién de las islas CpG de las regiones 5" de ambos
genes por la técnica de secuenciacién de DNA modificado con bisulfito sédico.

En nuestro analisis, las lineas celulares no presentaron diferencias en la expresion del gen
WDR3 a nivel de la transcripcién. Sin embargo, si encontramos diferencias entre las
distintas lineas celulares en la proteina WDR3. El gen TBX15 mostr6 diferencias en la
expresion del RNA mensajero asi como en la expresion de proteinas.

El analisis de la metilacién de las islas CpG en los genes WDR3 y TBX15 no muestra
diferencias entre las distintas lineas celulares estudiadas. La region del gen WDRS3
analizada se encuentra no-metilada y la regién del TBX15 metilada, indicando que esta
modificacion epigenética no es la responsable de las diferencias observadas en la
transcripcion.

Las diferencias en la expresion de los genes WDR3 'y TBX15 encontradas en las lineas
celulares de cancer de tiroides indican la implicacién de los mismos con esta enfermedad.
Resta aun determinar las causas responsables de estas diferencias.
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SENSIBILIDAD A LA RADIACION IONIZANTE EN PACIENTES CON CANCER DE
TIROIDES
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Endocrinologia; Hospital Josep Trueta, Girona.

Los factores causales del cancer estan, en su mayoria, presentes en el ambiente aunque
el riesgo de padecerlo estd modulado por factores genéticos. Se ha demostrado que la
exposicion a la radiacion ionizante es un factor de riesgo para el desarrollo del cancer de
tiroides, sin embargo, la variabilidad genética interindividual podria explicar una mayor o
menor sensibilidad a los efectos de la radiacion ionizante. Dado que el tratamiento del
cancer de tiroides conlleva un tratamiento con |31, tras la ablacion quirirgica, se observa
sensibilidad diferencial a la radiacién tanto en los niveles de dafio genético tras el
tratamiento, como en la posterior aparicion de tumores secundarios asociados al
tratamiento. Esta variabilidad se puede corresponder con el grado de inestabilidad
gendmica de los pacientes, parametro que es importante poder valorar.

En este trabajo hemos evaluado la sensibilidad a la radiacion ionizante en pacientes con
cancer de tiroides, como una estima de los niveles de inestabilidad genomica de los
pacientes. Para ello, hemos medido el dafio en el DNA mediante la frecuencia de
micronucleos (MNs) en linfocitos de sangre periférica antes y después de un tratamiento in
vitro con radiacion ionizante a una dosis de 0,5 Gy.

Como era de esperar, la frecuencia de MNs en los cultivos irradiados muestra un claro
incremento significativo con respecto a la frecuencia de MNs antes de la exposicion. Sin
embargo, los analisis estadisticos nos han permitido identificar pacientes con una mayor o
menor sensibilidad a la radiacion, respecto a los valores promedio de induccion de dafio
genético. Esta variabilidad se ha valorado en relacion con distintos parametros como
edad, sexo, tipo de tumor e, idealmente, en relacién con polimorfismos genéticos en
diversos genes involucrados en los distintos mecanismos de reparacion del DNA.

Los resultados preliminares de este estudio (unos 100 pacientes) inciden en la bondad
que tiene para la determinacion de la sensibilidad individual a la radiacion el uso del
ensayo de MNs. Esta mayor o menor radiosensibilidad de los pacientes deberia ser un
importante pardmetro a tener en cuenta al disefiar el tratamiento terapéutico, mediante
radiacion, aplicado a estos pacientes.
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