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PROGRAMA.

Jueves, 3 de Julio.
9.0- 11.00

11.0- 11.30

11.30-13.00

15.00

15.00-15.20

15.20-15.40

15.40-16.00

16.00-16.20

16.20-16.40

16.40-17.00

Entrega de documentacion
Inauguracion oficial

CONFERENCIA: “Food mutagens: genotoxicity and mechanisms
of biotransformation”.

Rueff, J., Duarte Silva, I., Gaspar, J., Rodrigues, A., Kranendonk, M.,
Laires, A.

Universidade Nova de Lisboa.

1* SESION DE COMUNICACIONES
Moderadores : Drs. Noel Xamena y Maria Sierra.

“Caracterizacion de dos mutantes de Drosophila melanogaster de
ojos de color claro, aislados entre los descendientes de machos
white-apricot sometidos a choque térmico™.

Baldrich, E., Veldazquez, A., Marcos, R., Xamena, N., Cabré, O.
Universidad Auténoma de Barcelona.

“Mutacién somatica y germinal inducidas por agentes alquilantes
en el mutante white-buff de Drosophila™.

Soriano, S., Cabré, O., Xamena, N.

Universidad Auténoma de Barcelona.

“Secuenciacion de las regiones flanqueantes de la duplicacién en
tandem del alelo white-ivory de Drosophila melanogaster y de
revertientes germinales obtenidos tras el tratamiento con agentes
alquilantes™.

Sudrez, S., Veldazquez, A., Cabré, O., Marcos, R., Xamena, N.
Universidad Auténoma de Barcelona.

“Alteracion del fingerprint de DNA genémico de mus-201, un
mutante deficiente en reparacion por escision de D. melanogaster”.
Lépez, A., Marcos, R., Veldzquez, A.

Universidad Auténoma de Barcelona.

“Analisis de la mutagenicidad de dietilsulfato en la linea mus308 de
Drosophila melanogaster™.

Diaz-Valdés, N., Comendador, M.A., Sierra, L.M.

Universidad de Oviedo.

“Mutaciones inducidas por ENU en células germinales femeninas
de Drosophila melanogaster”.

Alvarez, L., Tosal, L., Comendador, M.A., Sierra, L.M.
Universidad de Oviedo.
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17.00-17.20

17.20-17.40

17.40-18.00

18.00

18.00-18.20

18.20-18.40

18.40-19.00

19.00-19.20

19.20-19.40

20.00

Viernes, 4 de Julio.
9.00

9.00-9.20

“Espectro molecular de mutacién inducido por ENU en la linea
mus201 de Drosophila melanogaster”.

Tosal, L., Comendador, M.A., Sierra, L.M.

Universidad de Oviedo.

“Induccién de aberraciones cromosémicas por ENU en células de
cerebro de Drosophila melanogaster”.

Pena, E., Sierra, L.M., Comendador, M.A.

Universidad de Oviedo.

Pausa para café

2" SESION DE COMUNICA CIONES.
Moderadores : Drs. Carmen Pueyo y Eduardo de la Peia.

“El concepto de mutagénesis en una industria farmacéutica”.
Vericat, J.A.
Synthelabo Recherche. Francia.

“Influencia de la alquiltransferasa OGT de E. coli en la
distribucién de mutaciones inducidas por PNU y BNU”.

Ferrezuelo, F., Prieto-Alamo, M.J., Jurado., J.. Pueyo, C.

Universidad de Cérdoba.

“Estrés oxidativo en E. coli : Induccién del regulon Oxy-R”.
Manchado, M., Michén, C., Abril. N.. Pueyo, C.
Universidad de Cérdoba.

“Desarrollo de nuevas cepas test de Escherichia coli WP2 para la
deteccion de mutaciones inducidas por lesiones oxidativas en el
DNA”,

Blanco, M., Urios, A.

FVIB Instituto de Investigaciones Citolégicas.

“Estudio del efecto genotéxico de las acetogenenas squamocina y
annonacina, y de la rotenona con los ensayos de
Salmonella/Microsoma y cultivo de linfocitos humanos”.

Guadaiio, A., Escribano, P., Gonzilez, A.. Gutiérrez, C., de la Peiia, E.
CSIC Centro de Ciencias Medioambientales.

Recepcion en el Ayuntamiento.

3* SESION DE COMUNICA CIONES.
Moderadores : Drs. Amadeu Creus y Joaquin Pifero.

“El ensayo del cometa aplicado a Drosophila”.
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9.20-9.40

9.40-10.00

10.00-10.20

10.20-10.40

10.40-11.00

11.00-11.30

11.30-13.00

15.00

15.00-15.20

Gaivao, 1., Rodriguez, A, Sierra, L.M. y Comendador, M.A.
Universidad de Oviedo.

“Daiio y reparacion del DNA en hepatocitos de ratén, utilizando el
ensayo “COMETA?”, después de tratamientos in vivo con distintas
dosis de radiacion y".

Carrera, P., de Miguel, M., Navarrete, M.H.

Universidad Auténoma de Madrid.

“Obtencion de nicleos de hepatocitos de ratén a partir de tejido
solido y su andlisis por el ensayo “COMETA™.

De Miguel, M., Carrera, P., de la Torre, C., L6pez, J.

Universidad Auténoma de Madrid. CSIC Centro de Investigaciones
Biologicas.

“Utilizaciéon del ensayo del cometa (SCGE) en la biomonitorizacién
de pacientes tratados con "'I”.

Gutiérrez, S., Carbonell, E., Galofré, P., Creus, A., Marcos, R.
Universidad Auténoma de Barcelona. Hospital Valle de Hebrén.

“Efectos del polimorfismo del gen gstt1 y accién del glutation sobre
el daio genético inducido por el bencenotriol utilizando el ensayo
del cometa (SCGE)”.

Pitarque, M., Carbonell, E., Creus, A., Marcos, R.

Universidad Auténoma de Barcelona.

“Potenciacion de la efectividad de un tratamiento con inhibidores
de topoisomerasas en células CHOG6 pretratadas con 5-azaC”.
L6pez Baena M., Pifero, J., Mateos, S., Ortiz, T., Cortés, F.
Universidad de Sevilla.

Pausa para café

CONFERENCIA: “Control genético' de la recombinacién entre
secuencias repetidas en S. cerevisiae”.

Aguilera, A., Prado, F., Chdvez, S., Piruat, J.-I., Santos-Rosa, H.,
Malagén, F. al

Universidad de Sevilla.

4* SESION DE COMUNICACIONES.
Moderadores : Drs. Rosa de Vidania y Ricardo Marcos.

“Microniicleos y asimetria fluctuante en trucha comin (Salmo
trutta) : métodos complementarios para biomonitorizar in situ
ecosistemas acuaticos”.

Sanchez-Galén, S., Linde, A.R., Izquierdo, J., Garcia-Vazquez, E.
Universidad de Oviedo.
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15.20-15.40

15.40.16.0

16.00-16.20

16.20-16.40

16.40-17.00

17.00-17.20

17.20-17.40

17.40-18.00

18.00-18.30

“Induccion de micronicleos por cadmio en especies piscicolas :
diferencias interespecificas™.

Ayllén, F., Linde, A.R., Sdnchez-Galan, S., Garcia-Véazquez, E.
Universidad de Oviedo.

“Estudio de la respuesta a la bleomicina en linfocitos de pacientes
tratados con "', utilizando el ensayo de microntcleos (MN)”.
Gutiérrez, S., Carbonell, E., Galofré, P., Creus, A., Marcos, R.
Universidad Auténoma de Barcelona. Hospital Valle de Hebrén.

“Analisis mediante la técnica del “Chromosome Painting” del
efecto del Ara-C sobre las lesiones inducidas in vifro por la
bleomicina.

Puerto. S., Surrallés, J., Carbonell, E., Creus, A., Marcos, R.
Universidad Auténoma de Barcelona.

“Deteccion mediante FISH interfasico de la induccion de los efectos
clastogénicos y aneugénicos del BT en pacientes con céncer de
tiroides™.

Ramirez, M.J., Surrallés, J., Galofre, P., Creus, A., Marcos, R.
Universidad Auténoma de Barcelona. Hospital Valle de Hebron.

“Analisis de la funcion del gen xist en células somaticas y del efecto
de posicion en translocaciones cromosoma X-autosoma’.

Surrallés, J., Natarajan, A.T.

Universidad Auténoma de Barcelona. Universidad de Leiden.

“Posible relacion entre los niveles de topoisomerasas 1 y Il y la
reparacion del dano en el ADN inducido por radiacién ionizante”.
Pastor, N., Pifiero, J., de Miguel-Rodriguez, M., Cortés, F.

Universidad de Sevilla.

“Estudio de mutagénesis in vivo inducida por exposicién a rayos X
en un modelo de ratones transgénico”.

Martin, L., Sierra, 1., Real, A., de Vidania, R., Bauluz, C.

Centro de Investigaciones Energéticas, Medioambientales vy
Tecnol6gicas.

“Alteraciones celulares en sangre periférica inducidas por
radiacion ionizante en funcion de la expresion de p53”.

Casado. J.A., Bauluz, C., de Vidania, R., Real, A.

Centro de Investigaciones Energéticas, Medioambientales vy
Tecnolégicas.

Pausa para café
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18.30-20.00 CONFERENCIA: *“Relaciones estructura-actividad (SAR):
Predicciones en Mutagénesis™.

Vericat, J.A.
Synthelabo Recherche. DESM.

20.0- 21.00 Asamblea anual de la S.E.M.A.
21.30 Espicha de clausura.
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RESUMENES DE CONFERENCIAS
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FOOD MUTAGENS : GENOTOXICITY AND MECHANISMS OF
BIOTRANSFORMATION.

J. Rueff, I. Duarte Silva, J. Gaspar, A. Rodrigues, M. Kranendonk, A. Laires.

Dep. Genetics, Faculty of Medical Sciences, UNL, Rua da Junqueira, 96 - 1300 LISBON.

Phenolic compounds are common natural and contaminant molecules present in food
products. Some phenolic molecules are also genotoxic and exert DNA lesions by various
mechanisms, including the production of reactive oxygen species, biotransformation
reactions and nitrosation.

Flavonols comprise a group of polyphenol compounds whose mutagenicity depends
on the number and position of hydroxyl groups in one of their ring structures (B ring). In
eucaryotic cells the mutagenicity of the flavonoids quercitin and myricetin, which have 2 and
3 hydroxyl groups in the B ring, respectively, seems to depend on the pH dependent-
production of reactive oxygen species, whereas the mutagenicity of the flavonoid kaempferol,
with only one hydroxyl group, is dependent on its activation via the cytochrome P450
monooxygenase system (1,2). Galangin does not have any hydroxyl group in the B ring and
has been shown by us to be a substrate of cytochromes P450 (3). Concurrently the
mutagenicity of this class of compounds can also be enhanced by nitrosation reactions which
may take place in the human gut (4).

IQ is a food mutagen and carcinogen whose genotoxicity is strictly dependent on
metabolisation by cytochromes P450, namely by the 1A family. When we attempted to assay
the mutagenicity of 1Q in V79 cells genetically engineered to express rat cytochrome P450
1A2, results were negative (5). However, when using a bacterial system expressing human
cytochrome P450, recently developed in our laboratory, IQ gave a clear positive response. In
the same system the strong food mutagen aflatoxin Bl was also efficiently activated to an
ultimate mutagen.

(1) J. Gaspar, A. Rodrigues. A. Laires, F. Silva, S. Costa, M.J. Monteiro, C. Monteiro e J. Rueff. Mutagenesis
(Oxford) 9 : 445-449 (1994).

(2) I. Duarte Silva, A.S. Rodrigues, J. Gaspar, R. Maia, A. Laires ¢ J. Rueff. Mutagenesis (Oxford) in press
(1997).

(3) I. Duarte Silva, A.S. Rodrigues, J. Gaspar, A. Laires and J. Rueff. Mutation Research (Amsterdam) in press
(1997).

(4) J. Rueff, J. Gaspar and A. Laires. Mutagenesis (Oxford) 10 : 325-328 (1995).

(5) J. Rueff, C. Chiapella, J.K. Chipman, F. Darroudi, I. Duarte Silva, M. Duverger-van Bogaert, E. Fonti, H. R.
Glatt, P. Isern, A Laires, A. Leonard, M. Llagostera, P. Mossesso, A.T. Natarajan, F. Palitti, A. S. Rodrigues, A.
Schinoppi, G. Turchi and G. Werle-Schneider. Mutation Research (Amsterdam) 353. 151-176 (1996).

NOTAS :
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CONTROL GENETICO DE LA RECOMBINACION ENTRE SECUENCIAS
REPETIDAS EN S. CEREVISIAE.

A. Aguilera, F. Prado*, S. Chédvez, J.-1. Piruat, H. Santos-Rosa§ y F. Malagon.

Departamento de Genética, Facultad de Biologia, Universidad de Sevilla, SEVILLA.

Las secuencias repetidas de DNA son muy abundantes en eucariontes y constituyen un
sustrato importante para la recombinaciéon homéloga. La recombinacién es una de las rutas
mayoritarias de reparacion de dafios en mitosis, en especial de roturas del DNA, pero puede
ser fuente de aberraciones cromosOmicas (deleciones, inversiones y translocaciones) que
suelen estar asociadas a ciertos tipos de enfermedades hereditarias y céncer.

Con objeto de entender los mecanismos responsables de la recombinacién entre
secuencias repetidas largas hemos construido una serie de sistemas basados en un repeticién
de 600 pb con diferentes secuencias intermedias entre 35 pb y 5.6 kb. La caracterizacion de
los sucesos de recombinacién que se producen por cortes de doble cadena realizados en
diferentes lugares nos ha permitido concluir que las rutas mayoritarias de formacién de
deleciones son no-conservativas : (i) realineamiento y reasociacion de cadenas sencillas e (ii)
invasion de una cadena. Estos mecanismos no participan en la formacion de inversiones y su
dependencia de los genes RAD de recombinacion son diferentes.

Respecto al control genético de la recombinacién entre secuencias repetidas, hemos
observado que la transcripcién es un potente inductor de inestabilidad genémica por
recombinacién. Utilizando mutantes hprl, que fueron identificados por su fenotipo hiper-
recombinador, hemos observado que las deleciones estdn asociadas a un bloqueo de la
elongacién de la transcripcion y hemos demostrado que Hprlp participa en la elongacion de
la transcripci6n dependiente de RNA polll. El aislamiento de supresores del fenotipo de
hiper-recombinacién de Aprl nos ha permitido identificar dos factores de transcripcion de la
RNA polll, Srb2p y Hrslp, lo que sugiere que hay factores de transcripcién necesarios para la
iniciacion de la recombinacién en ausencia de Hprlp. La interconexion entre transcripcion y
recombinacién también la hemos puesto de manifiesto con la observacién de que los mutantes
spt2, sptd y spi6, que afectan la transcripcion mediante su efecto en estructura de la
cromatina, tienen un fenotipo hiper-recombinador.

Discutiremos diferentes alternativas para explicar el origen y los mecanismos de
recombinacién entre secuencias repetidas en S. cerevisiae y su control genético.

*Direccién actual : IMT, Philipps Universitit, Alemania.
§Direccion actual : Institut fiir Biochemie, Universitit Heidelberg, Alemania.

NOTAS :
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RELACIONES STRUCTURA-ACTIVIDAD (SAR): PREDICCIONES EN
MUTAGENESIS.

Vericat, Joan-Albert

Synthélabo Recherche, Département d'Etude sur la Sécurité du Médicament, Groupe de

Toxicologie In vitro.
2-8, Route de Rouen - Z.1. de Limay-Porcheville, 78440 Gargenville (FRANCE).

Los andlisis estructura-actividad (SAR) son cada vez mas importantes en la evaluacion
precoz de nuevos productos de interés. La investigacién farmacéutica usa técnicas de gran
capacidad (quimica combinatoria, “high-through-put screening”, etc.) para poder sintetizar
las 10000 moléculas nuevas necesarias para que después de todas las etapas de seleccion, una
de las 10000 pueda llegar al mercado. Gracias a ello, se comienzan a acumular gran cantidad
de datos sobre estructuras quimicas y efectos biol6gicos relacionados. Los recientes
desarrollos en informdtica y robética han permitido aumentar aun mds la cantidad de datos
disponibles asi como realizar los andlisis estadisticos necesarios.

Si bien las SAR comenzaron en los afos 60 para intentar establecer relaciones entre
estructuras quimicas y actividad farmacolégica, se han ido incorporando en otras disciplinas,
incluida la toxicologia.

Los factores mas importantes para establecer SARs son la cuantificacién del fenémeno
biolégico en estudio, la existencia de descriptores estructurales que definan las moléculas en
evaluacion, la disponibilidad de tecnologia computacional suficiente y, en funcién de los
descriptores elegidos, sistemas estadisticos suficientemente potentes. Los datos cualitativos
no son aptos al establecimiento de SARs.

Dos son los aspectos fundamentales en los que estamos interesados en Synthélabo: (1) La
determinacién de toxoforos o motivos estructurales relacionados con el potencial mutagénico
de nuestras estructuras quimicas y (2) la utilizacién de bases de datos o “sistemas experto”
para poder predecir, a nivel de disefio molecular, el riesgo mutagénico de una nueva
molécula.

La determinacién de toxoforos es un proceso que depende de los datos existentes. Por
motivos técnicos y de coste, el test d’Ames es el test de mutagénesis mds utilizado, del que se
suele llegar a disponer de suficientes datos como para poder establecer correlaciones. La
mayor limitaciéon reside en el hecho de que el disefio experimental habitual es simple
(“screening™), con un nimero limitado de concentraciones de producto: el objetivo es decidir
si el producto “pasa” o “no pasa” y no interesa el llegar a establecer un valor exacto de
potencia mutagénica. En alternativa a disefios experimentales mds costosos, hemos definido
pardmetros mateméticos que definen la potencia mutagénica de los productos en evaluacion
(ello es importante para poder aprovechar los datos histéricos de productos abandonados),
considerando a la vez concentracién de producto y nimero de revertientes en le punto de
respuesta méxima. Una vez definidos estos pardmetros, la respuesta positiva o negativa del
test d’ Ames se vuelve cuantificable y es posible intentar establecer las SAR. En nuestro caso,
hemos aplicado este sistema a diversas familias quimicas y en un caso concreto hemos
podido establecer una hipotesis de intercalacién en el DNA, que ha sido demostrada
experimentalmente mediante experimentos de electroforesis.

La prediccién del poder mutagénico es un factor muy importante para poder definir
prioridades en el laboratorio. Existen dos tipos de sistemas de prediccién: (1) Sistemas
quantitativos (QSAR), en los que a partir de una base de datos importante se ha podido
establecer correlaciones estadisticas entre mutagénesis (y/o carcinogénesis) y ciertos
descriptores estructurales de las moléculas estudiadas; asf, el sistema, “rompe” la molécula en
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evaluacién y busca los descriptores para poder llegar a definir una probabilidad de riesgo. (2)
Sistemas cualitativos en los que ciertas alertas estructurales han sido definidas por un panel
de expertos; asi, el sistema, cuando encuentra la alerta prevista indica un riesgo potencial. En
nuestro departamento, hemos evaluado 46 nuevas estructuras quimicas, artificialmente
clasificadas en 10 familias diferentes, en el test d’ Ames durante el periodo enero-junio 1996,
comparando los resultados obtenidos experimentalmente con las predicciones derivadas del
sistema DEREK (LHASA-UK) y ToxAlert (MultiCase-USA). Los resultados de
concordancia (buenas predicciones totales), sensibilidad (buenas predicciones de
mutagenicidad -positivos-) y especificadad (buenas predicciones de no mutagenicidad -
negativos-) han sido respectivamente 67%, 100% y 48% para DEREK y 41%, 7% y 56%
para ToxAlert. Estos resultados indican, que aunque los dos sistemas pueden ser una
instrumento interesante para ciertas familias quimicas, por el momento no son utiles para
definir prioridades. De hecho, hasta que estos sistemas de prediccion no lleguen a
especificidades superiores al 80% su utilidad sera limitada.

NOTAS :
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CARACTERIZACION DE DOS MUTANTES DE DROSOPHILA MELANOGASTER
DE OJOS DE COLOR CLARO, AISLADOS ENTRE LOS DESCENDIENTES DE
MACHOS WHITE-APRICOT SOMETIDOS A CHOQUE TERMICO.

Baldrich, Eva; Veldzquez, Antonia; Marcos, Ricard; Xamena, Noel; Cabré, Oriol

Grup de Mutagénesi. Departament de Genética i de Microbiologia, Facultat de Ciéncies,
Universitat Autonoma de Barcelona, 08193 Bellaterra. BARCELONA.

Se han estudiado dos mutantes (M63 y M115) de Drosophila melanogaster, aislados entre la
descendencia de machos white-apricot sometidos a choque térmico, que presentaban un color
de ojos mds claro que el de sus precursores. El andlisis por la técnica de Southern indicé que,
sorprendentemente, no presentaban la insercién del retrotransposén copia en el segundo
intrén del locus whire, caracteristica de la cepa w”, a pesar de no haberse producido la
reversion al fenotipo de color salvaje. Las pruebas de alelismo confirmaron que la mutacion
no afecta al locus white, sino a otro locus, que localizamos en posicion distal respecto a
white, en el mismo cromosoma X. Un estudio mds detallado de la expresiéon fenotipica
mostré que la pigmentacién de los ocelos, testiculos y tibulos de Malpighi, que también
depende de white, no se veia alterada.

El conjunto de datos obtenidos hicieron pensar que el locus afectado podia ser zeste [1-1,0],
un modificador de white del que se conocen varios mutantes, de los cuales los dos mads
estudiados (z' y z””") son debidos a mutaciones puntuales en el tercer exén. Se decidié
analizar esta parte del gen en los dos mutantes que estibamos estudiando, para lo cual se
amplificaron por la técnica de PCR y se secuenciaron 700 pares de bases. Hasta ahora se han
determinado en el mutante M63 dos mutaciones con cambio de sentido, que podrian ser las
responsables de la alteracién fenotipica. Una de estas mutaciones es un cambio Lys—Met
(A—T, 2.360) que se encuentra también en z' y z7°, mientras que la otra es el cambio
Pro—Ala (C—G, 2.383) que es del mismo tipo que el cambio Pro—Leu (C—T, 2.480)

descrito en el mutante z7°.

NOTAS :

14
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MUTACION SOMATICA Y GERMINAL INDUCIDAS POR AGENTES
ALQUILANTES EN EL MUTANTE WHITE-BUFF DE DROSOPHILA.

Soriano, Silvia; Cabré, Oriol; Xamena, Noel

Grup de Mutagénesi. Departament de Genética i de Microbiologia, Universitat Autonoma de
Barcelona, 08193 Bellaterra. BARCELONA.

El mutante white-buff (w”) de Drosophila melanogaster se caracteriza por la presencia de
una copia del elemento transponible B/04 inserto en el cuarto intrén del locus white (w), en
la posicion -1134 segin el mapa fisico de Lewis (1982), dando lugar a un fenotipo de ojos
claros. El elemento BI04 es un retrotransposén de 8,7 kb. La insercién de este elemento en
determinados genes puede dar lugar a mutantes de fenotipo caracteristico. Los mutantes
white-spotted-one y white-honey, entre otros, uenen el color de ojos alterado por la insercién
de este elemento en el gen w. En el mutante w” el elemento B104 estd inserto en la direccién
de transcripcion del gen w.

En esta comunicacién se presentan los resullados de la reversiéon somdtica y germinal
obtenidos tras la exposicion de individuos w” a 3 agentes alquilantes: EMS, MMS y ENU. Es
destacable la gran diferencia observada entre la frecuencia de reversion inducida somdtica y
germinal. Mientras que, a ciertas concentraciones, la frecuencia de reversion somitica llega a
ser 68 veces superior a la espontdnea (0,05 %), tnicamente se ha obtenido un revertiente
germinal en todas las muestras analizadas. Aparecen, sin embargo, individuos mutantes de
ojos claros con frecuencias més elevadas. Se presenta el andlisis molecular del revertiente
(0jos rojos) y mutantes (ojos blancos) hallados en la linea germinal. El andlisis por Southern
blot revela que el tnico revertiente germinal hallado no ha perdido el elemento transponible
inserto. Por otra parte, de los mutantes de ojos blancos hallados después del tratamiento, que
tampoco presentan pérdida del elemento, tres de ellos no muestran alteraciones visibles en el
locus w, mientras que dos presentan una delecion de gran parte del mismo. Asi pues, el color
blanco de los ojos puede ser debido tanto a deleciones del gen como a otras causas, mientras
que la reversién analizada estd probablemente asociada a cambios en otros genes que
interaccionan con la expresién del gen w, tal como hemos evidenciado para otros mutantes
insercionales de w.
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SECUENCIACION DE LAS REGIONES FLANQUEANTES DE LA DUPLICACION
EN TANDEM DEL ALELO WHITE-IVORY DE DROSOPHILA MELANOGASTER Y
DE REVERTIENTES GERMINALES OBTENIDOS TRAS EL TRATAMIENTO
CON AGENTES ALQUILANTES.

Sudrez, Susana; Veldzquez, Antonia; Cabré, Oriol; Marcos, Ricard: Xamena. Noel

Grup de Mutagénesi, Departament de Genética i de Microbiologia, Facultat de Ciéncies,
Universitat Autonoma de Barcelona, 08193 Bellaterra, BARCELONA.

Diversos trabajos realizados con cepas de Drosophila melanogaster con el mutante white-
ivory parecen indicar que éste es un buen sistema para la deteccién de mutaciones somadticas,
aunque en la actualidad no se conoce bien el tipo de dafio o actividad genotoxica que mide.
Con la intencién de aportar mds informacién sobre el tipo de lesién que produce la reversién
de este mutante, hemos analizado a nivel molecular diferentes revertientes obtenidos tras el
tratamiento larvario con tres agentes alquilantes de accién diferente y conocida como son el
etil metanosulfonato (EMS; CAS No. 62-50-0), el metil metanosulfonato (MMS: CAS No.
66-27-3) y la N-etil N-nitrosourea (ENU: CAS N0.759-73-9). Con los individuos revertientes
obtenidos se han establecido lineas cruzdndolos con hembras virgenes de cromosomas X
unidos. El andlisis por Southern blot, tanto de la zona caracterfstica del alelo w' como de otras
zonas del locus white, indica que la reversién se debe a la escisién del fragmento duplicado
de 2,96kb. La amplificacién por PCR de las regiones flanqueantes a la duplicacién del alelo
w', viene a confirmar, con mds exactitud, la escisién de dicho fragmento. Con la finalidad de
determinar si tal escisién es precisa, hemos secuenciado estos fragmentos amplificados por
PCR en 4 individuos revertientes de origen independiente, asi como en la cepa w' de la que
provienen tales revertientes. El resultado obtenido es que la escisién de las 2.96kb duplicadas
en tindem es practicamente precisa, puesto que alineando las secuencias obtenidas de estos
revertientes con las de w' son idénticas y, ademds, se aprecian pocas diferencias con las de la
secuencia publicada del locus white (O'Hare et al., 1984).
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ALTERACION DEL FINGERPRINT DE DNA GENOMICO DE MUS-201, UN
MUTANTE DEFICIENTE EN REPARACION POR ESCISION DE D.
MELANOGASTER.

Lépez, Arturo; Marcos, Ricardo; Veldzquez, Antonia

Grup de Mutagénesi, Departament de Genética i de Microbiologia, Facultat de Ciéncies,
Universitat Autonoma de Barcelona, 08193 Bellaterra, BARCELONA.

La inestabilidad en el genoma puede tener su origen en alteraciones del metabolismo del
DNA, como puede ser la disfuncién en los mecanismos de reparacién. En D. melanogaster
se conocen un gran nimero de mutantes asociados a deficiencias en la reparacién del DNA,
que nos permiten estudiar la relacién entre la inestabilidad en el material genético y la
reparacion.

La cuantificaciéon de la inestabilidad genémica en mutantes deficientes en reparacion se
puede realizar comparando los fingerprints obtenidos mediante la técnica de AP-PCR. Dado
que las alteraciones genéticas inducidas dependen tanto de la interaccién especifica del
mutdgeno con el DNA como del fondo genético de la cepa tratada (salvaje o deficiente en
reparacion), nos proponemos cuantificar el dafio inducido en el DNA vy relacionarlo con la
capacidad de reparacién del mutante mus-201.

Para ello, machos adultos de la cepa salvaje Canton-S (CS), tratados con AAF, se cruzaron
con hembras virgenes CS y mus-201. Al comparar el fingerprint individual de los
descendientes con los de sus progenitores, se observa gran cantidad de cambios cualitativos y
cuantitativos en el patrén de bandas obtenido con los descendientes que provienen de las
hembras mus-201, en contraste con el patrén obtenido con los descendientes de las hembras
CS. Estos resultados nos indican la importancia de la reparacion por escision en la induccién
de dafio genético por AAF. En concreto, el producto del gen mus-201 interviene en la
eliminacién del dafio premutacional que podria producir alteraciones diversas en el genoma
tras el tratamiento con dicho mutdgeno.

La validez del andlisis de fingerprints para cuantificar el daio genético se demuestra con el
clonaje y caracterizacién de algunas de las bandas alteradas, lo que nos proporciona, también,
informacion adicional de la naturaleza del dafio producido.
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ANALISIS DE LA MUTAGENICIDAD DE DIETILSULFATO EN LA LINEA
MUS308 DE DROSOPHILA MELANOGASTER.

N. Diaz-Valdés, M.A. Comendador, L.M. Sierra.

Departamento de Biologia Funcional. Area de Genética. Universidad de Oviedo. 33006
OVIEDO.

El locus mus308 es uno de los aproximadamente 30 genes existentes en D.
melanogaster implicados en la reparacion de dano en el ADN. Los mutantes de este locus se
caracterizan por presentar una fuerte hipersensibilidad frente a la accién téxica de agentes
que producen enlaces cruzados intercatenarios. Genéticamente los mutantes mus308 son
también sensibles a este tipo de agentes, ya que presentan bien hipermutabilidad o bien
hipomutabilidad, respecto a condiciones eficientes de reparacion. Ademds, estos mutantes
presentan hipermutabilidad frente al agente alquilante monofuncional etilnitrosourea (ENU),
que alquila preferentemente los dtomos de oxigeno del ADN, pero no presentan cambios en
la mutabilidad frente a metilmetanosulfonato (MMS), agente alquilante monofuncional que
alquila fundamentalmente los dtomos de nitrégeno. Estos y otros hechos sugieren que
mus308 estaria implicado en la reparacién o en el procesamiento de lesiones bien persistentes
o bien que afecten a ambas cadenas del ADN (1,2).

Con el objetivo de conocer en mas profundidad el papel de mus308 en la reparacion,
decidimos estudiar la influencia de este locus en la mutagenicidad de dietilsulfato (DES), un
agente alquilante monofuncional con caracteristicas intermedias entre ENU y MMS. En un
trabajo previo se determiné que, bajo condiciones deficientes mus308, DES da lugar a
hipomutabilidad, que es considerablemente mayor con la dosis mas alta. Este resultado pone
de manifiesto la participacién de mus308 en el procesamiento de lesiones inducidas por este
compuesto. Ademds, la diferente respuesta obtenida con ENU y DES permite suponer que las
lesiones que son procesadas por mus308 son diferentes para cada compuesto.

Para estudiar mas en detalle qué lesiones, entre las inducidas por DES, son reparadas
por mus308, se han inducido mutaciones en el locus vermilion con el objetivo de obtener un
espectro de mutacion. Hasta el momento, se han recuperado 14 mutaciones diferentes, todas
ellos obtenidas en F> y con una frecuencia de mutacién de 3.6 x 10, Estos resultados son
diferentes de los obtenidos, para este compuesto, en condiciones normales, tanto en cuanto a
la frecuencia de mutacién, como en el hecho de que no se aislaran mutaciones en Fy. De las
14 mutaciones aisladas, una ha sido identificada como una traslocacién entre los cromosomas
X e Y, y en un primer paso hacia la caracterizacion del resto hemos identificado una delecién
grande. El resto se trata, presumiblemente. de mutaciones puntuales o deleciones de pequeno
tamano.

(1) Aguirrezabalaga, I. et al. (1995). Mutation Research 336 : 243-250.
(2) Harris, P.V. et al. (1996). Molecular and Cellular Biology 16 : 5764-5771.
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MUTACIONES INDUCIDAS POR ENU EN CELULAS GERMINALES FEMENINAS
DE D. MELANOGASTER.

L. Alvarez. L. Tosal, M.A. Comendador, L.M. Sierra.

Area de Genética. Departamento de Biologia Funcional. Universidad de Oviedo. 33006
OVIEDO.

A pesar de que en general los estudios de genotoxicidad se llevan a cabo en machos,
evidencias experimentales muestran una respuesta diferencial entre machos y hembras frente
a la accién de agentes genotoxicos, para distintos organismos. En concreto, en D.
melanogaster se han puesto de manifiesto estas diferencias, utilizando el test de letales
recesivos ligados al sexo, para el agente alquilante monofuncional etilnitrosourea (ENU). Los
resultados muestran una menor sensibilidad de las células germinales femeninas a la accion
de este compuesto, observada como una menor frecuencia de letales recesivos.

ENU es, probablemente, el agente genotéxico més utilizado como modelo en estudios
de genotoxicidad debido al conocimiento que se tiene de su mecanismo de accion, y por ello
es el compuesto para el que existen més espectros moleculares de mutacién, en distintos tipos
celulares y sistemas de reparacion, en organismos diferentes. :

Por todo lo mencionado, la obtencién del espectro molecular de mutacién inducido
por ENU en células germinales femeninas de D. melanogaster puede aportar informacién
sobre la distinta sensibilidad de las células germinales masculinas y femeninas.

El espectro obtenido hasta el momento, utilizando el sistema vermilion, que no
muestra en frecuencia de mutacién la menor sensibilidad que se observa a nivel de letales
recesivos. consta de 23 mutaciones inducidas tanto en oocitos como en oogonias, de las que
se han analizado 6 a nivel molecular. Los resultados muestran que todas las mutaciones
recuperadas ocurren en pares A/T: 4 transiciones AT-GC y 2 transversiones AT-TA. Estos
resultados discrepan de los obtenidos en estadios postmeidticos de células germinales
masculinas, dominados por transiciones GC-AT resultado de la etilacién del 0° de la
guanina, y son similares a los descritos para estadios premei6ticos tanto de machos de D.
melanogaster, como de ratén in vivo, donde existe una reparacion eficiente del aducto 0’-
etilG y son de mayor relevancia genotéxica los aductos en los oxigenos de las timinas.
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ESPECTRO MOLECULAR DE MUTACION INDUCIDO POR ENU EN LA LINEA
MUS201 DE DROSOPHILA MELANOGASTER.

L. Tosal, M.A. Comendador, L.M. Sierra.

Area de Genética. Departamento de Biologia Funcional. Universidad de Oviedo. 33006
OVIEDO.

Los espectros moleculares de mutacién son una herramienta muy til a la hora de
esclarecer tanto mecanismos de mutacién como la influencia que los diferentes sistemas de
reparacion tengan sobre los mismos. Uno de los principales, y mds estudiados, sistemas de
reparacion del DNA es el denominado de escision de nucleétido (NER), el cual presenta
importantes homologias en D. melanogaster y celulas humanas. Sin embargo, todavia no estd
clara su intervencion en el procesamiento de ciertos danos, como son .en Drosophila, las
alquilaciones en los dtomos de oxigeno del DNA.

Con el fin de aportar informacién acerca de este punto hemos empleado ENU, etilante
mayoritario de los dtomos de oxigeno del DNA, para inducir el espectro molecular de
mutacién en la linea mus201 de D. melanogaster, deficiente en el sistema de reparacion
NER, tratando machos deficientes y cruzdndolos por hembras también deficientes. Los
resultados obtenidos muestran a dos niveles diferentes que mus20/ interviene en la
reparacion del dafio causado por ENU: en relacion con los letales recesivos ligados al sexo,
porque ENU induce una menor frecuencia de mutacién en la linea deficiente que en la
normal, consecuencia de una mayor mortalidad: y respecto al locus vermilion cuya mutacién
no da lugar a letalidad, porque se encuentra una mayor frecuencia de mutacion. En ambos
niveles los resultados son consecuencia de la no reparacién de danos.

En cuanto al espectro de mutacién, hasta el momento, se han aislado 17 mutantes
vermilion, de los cuales se han secuenciado 6, encontrdandose 1 transversion AT — TA, 3
transiciones GC — AT, | transicién AT — GC, y una delecién de 35 pb comprendida entre
dos secuencias repetidas. A pesar de que estos datos todavia no permiten obtener
conclusiones, ya que el espectro inducido con ENU en condiciones normales de reparacion
muestra una clara mayoria de transiciones GC — AT, estd clara cierta diferencia debido a la
presencia de una delecién, que no habia sido encontrada con anterioridad en ninguno de los
espectros inducidos con ENU en condiciones normales de reparacion.
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INDUCCION DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS POR ENU EN CELULAS
DE CEREBRO DE DROSOPHILA MELANOGASTER.
E. Pena, ..M. Sierra, M.A. Comendador.

Area de Genética. Departamento de Biologia Funcional. Universidad de Oviedo. 33006
OVIEDO.

Las referencias en la literatura acerca de la induccién de aberraciones cromosémicas
en D.melanogaster son escasas y especialmente en el estudio de la accién de agentes
quimicos, lo que se justifica por las dificultades metodolégicas que entraia este tipo de
estudio. Sin embargo, ello constituye, potencialmente, una buena herramienta para tratar de
correlacionar los efectos que se detectan en células somaticas utilizando diferentes ensayos,
tal como los SMART de ojo y de ala, del cometa y el mismo ensayo de aberraciones
cromosOmicas puesto que los “endpoints’” que detectan son diferentes.

Con esta idea en mente, se puso a punto una técnica que permite maximizar la
obtencién de metafases de células cerebrales larvales y se ha estudiado la induccién por ENU
de aberraciones cromosémicas. La eleccion de este compuesto se basa en que a pesar de estar
descrito como mutigeno puntual, por una parte, es considerable la informacién de que se
dispone sobre €l, y por otra, es un agente genotéxico de referencia en Mutagénesis, que ha
dado positivo en muchos test de genotoxicidad, incluidos los de aberraciones cromosémicas,
a pesar de que algunos agentes alquilantes monofuncionales no son clastégenos tan efectivos
como lo pueden ser los agentes alquilantes bi o polifuncionales.

Larvas del tercer estadio se trataron durante doce horas en medio instantdneo Carolina
con ENU; posteriormente, se disectaron los I6bulos cerebrales sobre una solucion acuosa de
NaCl (0.7%) y colchicina (10*M) y se dejaron dos horas en oscuridad. Seguidamente se
transfirieron durante diez minutos a una solucién de citrato sédico (1%), y se fijaron en dcido
acético-metanol (1:1) durante tres minutos, para proceder al squash en édcido acético glacial y
finalmente acabar con un bandeo N.

Los resultados obtenidos muestran que bajo estas condiciones ENU, a la
concentracion 10mM, es un potente clastégeno ya que el 100% de las metafases observadas
muestran al menos una aberracién; a una concentracién menor, ImM, la clastogenicidad se
reduce drédsticamente.
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EL CONCEPTO DE MUTAGENESIS EN UNA INDUSTRIA FARMACEUTICA.
Vericat, Joan Albert. 4
Synthélabo Recherche, Département d’Etude sur la Sécurité du Médicament, Groupe de

Toxicologie In vitro.
2-8, Route de Rouen - Z.1. de Limay-Porcheville, 78440 Gargenville, FRANCE.

La mutagénesis en la industria farmacéutica, excepto en ciertos casos caracteristicos (p.e.:
productos antitumorales), suele encontrarse en la fase de desarrollo de un nuevo producto. Es
decir, la molécula ha sido ya seleccionada en los estudios de “screening” farmacolégico y se
encuentra en una fase dedicada a establecer su metabolismo, cinética, toxicologia, etc. y a
desarrollar los procesos productivos.

Si bien la investigacion cientifica, como tal, no es ni bdsica ni aplicada, los objetivos de la
misma pueden ser diferentes. Son precisamente estos objetivos lo que define la investigacion
como bdsica o aplicada: En investigacion bdsica, sea en mutagénesis o0 sea en otros temas, los
experimentos se suelen realizar para probar o rechazar una hipotesis y, segtn los resultados,
establecer una nueva hipotesis para continuar avanzando en la comprensién de un problema
determinado. En mutagénesis en particular o en toxicologia en general, los estudios son
destinados a decidir si el producto analizado “pasa” o “no pasa™; es decir, en todo momento
hay que decidir si el producto es interesante y si vale la pena continuar la inversién que se
hace. Para tomar estas decisiones poco importa el mecanismo por el que el producto causa un
cierto efecto biolégico (mutagénesis en este caso).

Si bien este tipo de actividad en mutagénesis es prioritaria (la economia de la industria
depende de los productos que llegan al mercado) también se realiza una investigacion mds
bésica con dos objetivos bien diferentes. (1) Se analizan los resultados de los estudios de
“screening” para obtener informacién estructura-actividad (ello es muy importante para el
disefio molecular y la quimica combinatoria). (2) Se realizan estudios explicativos para
establecer la causa de ciertos resultados obtenidos en los estudios de mutagénesis y/o
carcinogénesis. Légicamente, esta actividad permite establecer modelos experimentales que,
una vez convalidados, son utilizados en desarrollo para tomar decisiones sobre si “pasa™ o
“no pasa”.

Otra diferencia fundamental en la investigacion industrial es la tendencia a la horizontalidad
en los proyectos, utilizando muchas competencias diferentes. En la investigacion académica
suele primar la especializacién de sector y la individualidad.
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INFLUENCIA DE LA ALQUILTRANSFERASA OGT DE E. COLI EN LA
DISTRIBUCION DE MUTACIONES INDUCIDAS POR PNU Y BNU.

Ferrezuelo, Francisco; Prieto-Alamo, Maria José; Jurado, Juan; Pueyo, Carmen.

Dpto. Bioguimica y Biologia Molecular. Universidad de Cordoba. C ORDOBA.

Los agentes alquilantes forman un grupo amplio y heterogéneo de compuestos
capaces de reaccionar con centros nucleofilicos de las moléculas orgdnicas, transfiriéndoles
un grupo alquilo. Muchos de estos compuestos son mutdgenos y carcinégenos muy utilizados
como modelos en el estudio de los procesos mutagénicos y de reparacion del ADN en
distintos organismos. Un factor importante en la reactividad y especificidad de estos agentes
es la longitud de la cadena alquilica. Sin embargo, la mayoria de los estudios sobre estos
compuestos han empleado principalmente agentes metilantes y etilantes.

Las ADN-alquiltransferasas (Atasas) son proteinas que reparan especificamente
algunos de los danos inducidos por los agentes alquilantes. E. coli tiene dos Atasas : la
proteina Ogt, de expresién constitutiva, y la proteina Ada, cuya sintesis se induce por
exposicion a dosis bajas de agentes metilantes potentes.

En este trabajo hemos analizado la influencia que la longitud de la cadena alquilica
puede ejercer sobre la mutagénesis y la reparacién de los daios inducidos por los agentes
alquilantes. Para ello, hemos estudiado la respuesta mutagénica a propil- y butil-nitrosoureas
(PNU y BNU, respectivamente) en estirpes bacterianas deficientes en Atasas, comparandolas
con el correspondiente parental silvestre. Nuestros resultados indican un importante papel
protector de Ogt frente a los efectos mutagénicos de estos agentes. Por el contrario, Ada no
mostré papel protector alguno.

La especificidad mutagénica de PNU y BNU y la influencia de la reparacién por Ogt
se examinaron a nivel molecular analizando los espectros de mutacién inducidos por ambos
agentes en el gen lac I de estirpes Ogt™ y Ogt. Ambos compuestos produjeron casi
exclusivamente sustituciones de bases, la mayoria transiciones. Esto concuerda con su
capacidad para inducir 0°-alquilguanina y O*-alquiltimina y el papel de estos aductos en la
generacion de mutaciones mediante apareamientos erréneos. El andlisis de distintos efectos
de secuencia, y su comparaciéon con resultados previos obtenidos con metil- y etil-
nitrosoureas, sugiere que las alquilnitrosoureas reaccionan con el ADN de forma similar,
independientemente de la longitud de la cadena alquilica, influidas por la base en 5°. No
obstante, el grupo alquilo juega un importante papel en la modulacién de la reparacién
efectuada por Ogt. En este caso, la influencia de la base en 3’ fue mds relevante.

FINANCIACION: SAL91-0842-CE y PB91-0842 (CICYT); EV5V-CT91-0012 (EC)
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ESTRES OXIDATIVO EN E. COLI: INDUCCION DEL REGULON OXYR.
Manchado, Manuel; Michan, Carmen; Abril, Nieves; Pueyo, Carmen.
Dpto. Biogquimica y Biologia Molecular. Universidad de Cérdoba. CORDOBA.

En condiciones normales, las células presentan un equilibrio entre fuerzas pro- y anti-
oxidantes. Se denomina estrés oxidativo al estado que se alcanza cuando aumenta la
produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs) y/6 estas no se eliminan correctamente.
Las EROs pueden provocar graves alteraciones intracelulares, por ejemplo, mediante
modificaciones de proteinas ya que oxidan diversos aminodcidos y destruyen grupos tioles.

E. coli responde a condiciones de estrés oxidativo usando reguladores que controlan
la expresion de genes que participan directa o indirectamente en la defensa celular frente a las
EROs. El principal regulador de este tipo es OxyR que controla la transcripcion de los
siguientes genes: gorA (glutation reductasa), ahpFC (las dos subunidades de la
alquilhidroperoxidasa), dps (proteina que se une al ADN), katG (hidroperoxidasa I) y el
propio oxyR.

En este trabajo se estd estudiando la expresion de los distintos genes regulados por
OxyR. Para ello, hemos construido estirpes mutadas en el gen oxyR cromosémico, que
presentan expresion constitutiva (MOC25) 6 son deficientes en dicho gen (MAX11). Se ha
estudiado la actividad de las enzimas hidroperoxidasa I y Il mediante ensayos enzimdticos en
diferentes condiciones de activacion.

Asimismo, se estdn cuantificando los niveles transcripcionales de los distintos genes
controlados por OxyR en distintas fases de crecimiento, mediante la aplicacion del sistema de
GeneScan.

FINANCIACION: PB95-0557-C02-01
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DESARROLLO DE NUEVAS CEPAS TEST DE ESCHERICHIA COLI WP2 PARA
LA DETECCION DE MUTACIONES INDUCIDAS POR LESIONES OXIDATIVAS
EN EL DNA.

Blanco, Manuel: Urios, Amparo

FVIB, Instituto de Investigaciones Citolégicas, Amadeo de Saboya 4, 46010 VALENCIA

Derivados activados del oxigeno pueden atacar al DNA y lesionarlo. Las lesiones oxidativas
del DNA tienen la capacidad de generar mutaciones. Hemos desarrollado nuevas cepas test
de Escherichia coli WP2, deficientes en la funcién OxyR, que muestran una gran sensibilidad
a la induccién de mutaciones por agentes oxidantes. OxyR es un factor de transcripcion que
regula positivamente la expresién de genes que codifican enzimas antioxidantes (tales como
catalasa-hidroperoxidasa I y alquil hidroperoxido reductasa). La mutagénesis detectada
depende del mecanismo SOS y resulta, probablemente, de lesiones abdsicas. Otras cepas test
también desarrolladas son deficientes en la mutagénesis dependiente de SOS y en las
glicosilasas MutY y MutM. Con estas cepas se han podido detectar mutaciones inducidas por
la presencia en el DNA de lesiones 8-oxoguanina, ya sea tras el tratamiento con oxidantes
(alquil hidroperoxidos) o con agentes carcinogénicos (benzopireno activado por la fraccién
S9 de higado de rata). Las nuevas cepas se han revelado muy dtiles para la deteccién de
sustancias capaces de producir en el DNA lesiones premutagénicas de origen oxidativo.
(Proyecto CICYT SAF97-0076).

Blanco et al. 1995, Mutation Res. 346:215-220
Urios et al. 1995, Mutation Res. 332:9-15

Urios y Blanco 1996, Mutation Res. 354:95-101
Urios y Blanco 1996, Mutation Res. 356:229-235
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ESTUDIO DEL EFECTO GENOTOXICO DE LAS ACETOGENINAS
SQUAMOCINA Y ANNONACINA, Y DE LA ROTENONA CON LOS ENSAYOS DE
SALMONELLA | MICROSOMA Y CULTIVO DE LINFOCITOS HUMANOS.

A. Guadaro, P. Escribano, A. Gonzidlez, C.Gutierrez y E. de la Peia

CSIC. Centro de Ciencias Medioambientales. ¢/ Serrano 115 dpdo. 28006 MADRID

Las acetogeninas annonaceas constituyen un conjunto de metabolitos secundarios, aislados de
la familia Annonaceae. El interés de estos compuestos radica en su alta actividad biolégica
como insecticidas, antitumorales, citotoxicos, etc. Recientes trabajos han demostrado que el
modo de accién de estos productos es a través de la inhibicién del complejo I de la respiracion
mitocondrial.

Se realiza una valoracién genotoxica de dos acetogeninas, squamocina y annonacina en el
ensayo de Salmonella/microsoma con las cepas TA98 y TAI100, con y sin activacién
metabdlica y se han comparado los resultados con los obtenidos con la rotenona, un inhibidor
cldsico del complejo I. Con el fin de profundizar en el andlisis genotoxico de estos productos
se evalu6é el potencial de la rotenona para inducir aberraciones cromosémicas (AC),
intercambio de cromdtidas hermanas (SCE) y microntcleos (MN) en linfocitos de sangre
periférica humana.

Los resultados obtenidos indican que ninguno de los compuestos presenta actividad
mutagénica a las dosis ensayadas. Sin embargo las dos acetogeninas presentan un marcado
efecto téxico en ambas cepas en ausencia de activacion metabélica. En presencia de
activaciéon metabdlica este efecto se suprime indicando una posible detoxificacién de estos
productos que daria lugar a metabolitos inactivos. La rotenona no presenta efectos téxicos a
las concentraciones empleadas en S.typhimurium; no induce AC ni SCE en linfocitos
humanos, sin embargo produce alteraciones en el ciclo celular y un aumento en la frecuencia
de MN.

NOTAS :
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EL ENSAYO DEL COMETA APLICADO A DROSOPHILA.
Gaivao, l., Rodriguez, A., Sierra, L.M. y Comendador, M.A.
Area de Genética. Departamento de Biologia Funcional. Universidad de Oviedo. 33006

OVIEDO.

El ensayo SCGE (Single Cell Gel Electroforesis), conocido como ensayo del cometa,
se desarrollé como un medio rapido y barato para estimar daio en el DNA inducido por
agentes fisicos o quimicos, ya que detecta roturas de cadena y sitios dlcali-labiles en células
individuales. Este ensayo se ha aplicado, casi exclusivamente a células de mamiferos,
principalmente linfocitos y cultivos celulares, si bien también se ha utilizado con otros
sistemas, incluyendo plantas.

Con la idea de determinar la eficacia de este ensayo en D. melanogaster, especie para
la que se dispone de otros ensayos somadticos, bien conocidos pero mds laboriosos, se puso a
punto una técnica para individualizar células de cerebros larvales que posteriormente se
trataron mediante las técnicas estandard del ensayo del cometa. En los experimentos se ha
utilizado la linea Berlin K, eficiente para reparacién, y se han ensayado dos compuestos
quimicos con diferente modo de accién: etilnitrosourea y metilmetanosulfonato. Los dos
compuestos produjeron un incremento significativo, respecto de las células control, tanto de
la frecuencia de células con cometa como del momento de la cola del cometa.

Se concluye, por tanto, que el ensayo del cometa es una herramienta potencialmente
Gtil para estimar dano en células somdticas de D. melanogaster. La importancia de esta
conclusién estriba en que la comparacion de los resultados obtenidos con este ensayo con los
que proporcionan otros ensayos somdticos, bajo distintas condiciones, por ejemplo de
reparacion, permitird un mejor conocimiento de los mecanismos implicados en la
genotoxicidad de compuestos quimicos.

NOTAS :
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DANO Y REPARACION DEL DNA EN HEPATOCITOS DE RATON, UTILIZANDO
EL ENSAYO “COMETA”, DESPUES DE TRATAMIENTOS IN VIVO CON
DISTINTAS DOSIS DE RADIACION .

Pilar Carrera, Marta de Miguel y Matilde H. Navarrete.

Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad Auténoma de Madrid,
Cantoblanco, 28049-MADRID.

El DNA estd sometido a dano oxidativo producido por radicales libres que pueden
tener diversos origenes, desde una radiacién ionizante hasta productos del metabolismo
respiratorio, por ejemplo. La respuesta a este dafio asi como la puesta en marcha y la eficacia
de los mecanismos de reparacion son distintos de un tipo celular a otro y difieren segin el
estado en que se encuentre la célula (proliferante o no proliferante).

En este trabajo hemos estudiado el efecto de la radiacion y sobre el tejido hepdtico de
ratones expuestos in vivo a la irradiacién asi como la reparacién que ocurre en los hepatocitos
durante las dos horas siguientes al tratamiento.

Los ratones fueron sometidos a 0.5 o 1 Gy o dejados como control. El higado se
extrajo inmediatamente después de la irradiacion (hO) o pasadas una (h1) o dos (h2) horas de
recuperacion. En todos los casos se obtuvieron nicleos aislados de hepatocitos que fueron
sometidos al ensayo cometa en condiciones alcalinas. De cada una de las situaciones
experimentales se tomaron 80 imdgenes de cometas tefiidos con bromuro de etidio, con una
cdmara de video CCD adaptada a un microscopio de fluorescencia. Para valorar el daio
genémico se utiliz6 el parametro “% de brillo en la cola”, que correlaciona con el DNA
desplazado a la cola, mediante un programa de andlisis de imagen. Los cometas se
clasificaron en 5 tipos, de A a E, segin su daiio (el % de brillo en la cola en A<7% y en
E>30%). El andlisis estadistico de las muestras indica que hay una diferencia muy
significativa entre el control y las hO de las dosis 0.5 y 1 Gy. Después de 2 horas de
recuperacion el daiio provocado por 0.5 Gy de radiacién y se ha reparado casi totalmente.
Con 1 Gy el dafio remanente después de 2 horas es todavia apreciable. Esta metodologia
permite valorar con bastante precision y rapidez el dano provocado en el DNA asi como la
eficacia de los mecanismos de reparacién existentes en el tipo celular empleado.

NOTAS :
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OBTENCION DE NUCLEOS DE HEPATOCITOS DE RATON A PARTIR DE
TEJIDO SOLIDO Y SU ANALISIS POR EL ENSAYO “COMETA™.
Marta de Miguel', Pilar Carrera', Consuelo de la Torre” y José Lépez'.
Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad Auténoma de Madrid,
Cantoblanco, 28049-MADRID. ° :Centro de Investigaciones Bioldgicas (CSIC), Veldzquez,
144 ; 28006-MADRID.

En este trabajo se demuestra la posibilidad de obtener directamente nicleos aislados a
partir de un tejido sélido, en este caso higado de ratén. Hemos elegido los hepatocitos por ser
un tipo celular ideal para la valoracién del dafio en el DNA provocado por numerosos
agentes genotoxicos.

El higado se extrae inmediatamente después de la muerte del animal y se mantiene
durante 15 min en solucién fisiolégica sobre hielo. Con una cuchilla bien afilada se corta un
pequeio fragmento dejando una superficie de 2mm’” y con ella se hace contacto sobre una
gota de tamp6n Sorensen a pH 7.2 en un porta frio. De esta forma se extraen hasta 500
nicleos. Hemos comparado los nicleos asi obtenidos, una vez tenidos con Giemsa, con los
que aparecen en cortes de tejido hepdtico de ratén y no se encuentran diferencias apreciables.
Los ndcleos aislados fueron sometidos inmediatamente al ensayo cometa (SCGE,
electroforesis de células aisladas en microgeles) en condiciones alcalinas para valorar el dano
gendmico existente. Esta técnica tiene una gran sensibilidad y pequenas variaciones
experimentales pueden alterar los resultados, especialmente las condiciones de la
electroforesis, por eso es necesario fijar y mantener las condiciones 6ptimas de trabajo.

Para valorar el dafio gen6mico los nicleos se tifieron después de la electroforesis con
bromuro de etidio, se observaron al microscopio de fluorescencia, se tomaron imédgenes con
una cdmara CCD y, mediante un programa de andlisis de imagen, se determiné el % de DNA
localizado en la cola de cada cometa. Aunque la mayoria de los nicleos procedentes de tejido
control apenas presentan cola, hemos encontrado que siempre aparece una pequeia
proporcién de cometas con una cola apreciable. Este hecho no es exclusivo de hepatocitos y,
en nuestra opinién, va a depender del tipo celular utilizado y de las condiciones
experimentales empleadas.

NOTAS:
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UTILIZACION DEL ENSAYO DEL COMETA (SCGE) EN LA
BIOMONITORIZACION DE PACIENTES TRATADOS CON YODO-131.

Gutiérrez, Sara; Carbonell, Elisabet; Galofré, Pere'; Creus, Amadeu; Marcos, Ricard

Grup de Mutagénesi, Departament de Genética i de Microbiologia, Universitat Autonoma de
Barcelona, 08193 Bellaterra. 'Servei de Medicina Nuclear, Ciutat Sanitaria i Universitaria
Vall d' Hebron, Pg. Vall d ' Hebron 119, 08035 BARCELONA.

El ensayo del cometa es un método sencillo y rapido que permite la deteccién de roturas de
simple y doble cadena, asi como de puntos dlcali-ldbiles del DNA. La mayoria de los
resultados descritos in vitro demuestran la alta sensibilidad de este ensayo en comparacién
con otras técnicas convencionales de evaluacién genotdxica. Esto ha conducido a que varios
autores propongan su uso en la biomonitorizacion de poblaciones expuestas. Para contribuir a
la validacién del ensayo del cometa en estudios de biomonitorizacion, se ha realizado una
evaluacién del posible efecto genotéxico, inducido por la exposicién terapéutica al yodo-131,
mediante el andlisis de la longitud y el grado de DNA dafiado de la cola del cometa en células
sanguineas de 2 grupos: a) un grupo de 16 pacientes con hipertiroidismo que recibieron, por
administraciéon oral, un promedio de 43891+41,06 MBq; el andlisis se efectu6 en 3
momentos distintos: antes del tratamiento y una semana y un mes después del mismo; b) un
grupo de 28 pacientes de cdncer de tiroides a quienes, después de la extirpacién del tiroides,
se les administré un promedio de 4167,37+112,62 MBgq; el anilisis se efectué antes del
tratamiento y al cabo de una semana. Después de los tratamientos, los resultados muestran,
en ambos grupos, un débil aumento de la longitud de la cola, que llega a ser significativo tan
s6lo en la muestra obtenida al cabo de un mes del tratamiento en el grupo de hipertiroidismo.
Cuando se clasifican las células en funcién del grado de daio, todas las muestras post-
tratamiento muestran un incremento significativo de células altamente danadas. Teniendo en
cuenta nuestros estudios previos, utilizando el ensayo de micronticleos (MN), que mostraron
un claro efecto genotéxico del yodo-131, los resultados obtenidos en este estudio indicarian
que la mayorfa de las lesiones inducidas por este radiois6topo, potencialmente detectables
por el ensayo del cometa, han sido reparadas casi en su totalidad.

NOTAS :
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EFECTOS DEL POLIMORFISMO DEL GEN GSTT1 Y ACCION DEL GLUTATION
SOBRE EL DANO GENETICO INDUCIDO POR EL BENCENOTRIOL
UTILIZANDO EL ENSAYO DEL COMETA (SCGE).

Pitarque, Maria; Carbonell, Elisabet; Creus, Amadeu; Marcos, Ricard

Grup de Mutagénesi, Departament de Genética i de Microbiologia, Universitat Autonoma de
Barcelona, 08193 Bellaterra. BARCELONA.

El bencenotriol (BT) es, en términos cuantitativos, un metabolito menor del benceno, pero
parece ser que juega un papel importante en la genotoxicidad y carcinogenicidad de este
altimo. El BT es un metabolito muy inestable y se oxida rdpidamente, dando lugar a especies
reactivas de oxigeno que pueden producir roturas de cadena sencilla del DNA y danar otras
macromoléculas celulares. Ademads, los productos de la oxidacién del BT, algunas quinonas y
radicales de semiquinonas, pueden también causar dano genético mediante la formacién de
aductos en el DNA y la alteracion de los microtibulos.

El glutation (GSH), como agente reductor en el interior de las células, confiere una
proteccion frente a los radicales libres de oxigeno y, por otro lado, participa como coenzima
en las reacciones catalizadas por las glutatién S-transferasas (GST) que tienen lugar en las
tltimas fases del metabolismo de diferentes xenobidticos, conjugdndose con sus metabolitos
para producir sustancias no toxicas facilmente eliminables por el organismo. Asf, la accién
conjunta del GSH y las GST constituye uno de los sistemas mas importantes para impedir
que los  distintos  compuestos  electrofilicos  desencadenen  un  proceso
mutagénico/cancerigeno.

Con la intencién de evaluar el daio genético inducido por el BT (a las concentraciones de 5,
10, 25 y 50 mM) en linfocitos humanos aislados y comprobar si la presencia de GSH (350
mg/ml) es capaz de modular esta respuesta genotoxica, hemos utilizado el ensayo de la
electroforesis alcalina en gel de células aisladas (SCGE), conocido también como ensayo del
cometa, que se ha mostrado muy sensible para detectar roturas de cadena sencilla del DNA.
Ademds, se ha tenido en cuenta el genotipo GSTTI (normal o nulo) de los donantes para
averiguar si existe una diferente susceptibilidad individual frente a la accién potencialmente
genotoxica del BT.

NOTAS :
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POTENCIACION DE LA EFECTIVIDAD DE UN TRATAMIENTO CON
INHIBIDORES DE TOPOISOMERASAS EN CELULAS CHO6 PRETRATADAS
CON 5-AZAC.

Lépez Baena, Manuela; Pifero, Joaquin; Mateos, Santiago; Ortiz, Trinidad y Cortés,.Felipe.
Departamento de Biologia Celular, Universidad de Sevilla. Avda.Reina Mercedes s/n 41012-
SEVILLA, Tfno (95) 4557045.

Las topoisomerasas de ADN son enzimas que catalizan los cambios topol6gicos que
sufren las moléculas de ADN en procesos metabdlicos tan importantes como la replicacion,
la transcripcion, la reparacién, la recombinacion, etc.

Estas enzimas son el blanco celular de una serie de drogas ampliamente utilizadas en
la terapia antitumoral, conocidas como venenos antitopoisomerasas, sin embargo, estos
venenos presentan un amplio espectro de efectos secundarios negativos.

Mediante la utilizacion del agente hipometilante 5-azacitidina (5-azaC) hemos
desarrollado un protocolo experimental que nos permitié potenciar la efectividad de un
tratamiento con venenos antitopoisomerasas. La 5-azaC provocé un adelanto en la
replicacion desde S tardio a S temprano del ADN correspondiente a la heterocromatina
constitutiva de la linea CHO6, y por lo tanto un aumento en el nimero de origenes de
replicacién activos en S temprano susceptibles de ser bloqueados por los venenos
antitopoisomerasas.

Tanto el dafio cromosémico como la muerte celular reproductiva inducidos por un
tratamiento con inhibidores de topoisomerasas fueron potenciados en células que
previamente habian sido tratadas con 5-azaC. Esta potenciacién de la capacidad clastogénica
y citotéxica de los venenos antitopoisomerasas se relacioné con un incremento en la cantidad
y en la actividad tanto de la topoisomerasal como de la topoisomerasall.

NOTAS :
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MICRONUCLEOS Y ASIMETRIA FLUCTUANTE EN TRUCHA COMUN (SALMO
TRUTTA): METODOS COMPLEMENTARIOS PARA BIOMONITORIZAR IN SITU
ECOSISTEMAS ACUATICOS.

Sanchez Galén, Sonia; Linde, Ana Rosa; Izquierdo, Jorge 1.; Garcia Vizquez, Eva

Dpto. Biologia Funcional. Area de Genética. Universidad de Oviedo, 33071 OVIEDO.

En este trabajo, se capturaron ejemplares de trucha comiin en distintos ecosistemas
fluviales de Asturias caracterizados por presentar diferentes niveles de contaminacion
acudtica. En las truchas, se analizaron dos variables: el nimero de micronicleos por cada
1.000 eritrocitos renales, y la asimetria fluctuante. Las muestras de trucha procedentes de rios
con alto indice de contaminacién presentaron valores medios de micronticleos y de asimetria
fluctuante significativamente superiores que las truchas capturadas en rios menos
contaminados. Estos resultados demuestran la sensibilidad del test del microniicleo como
bioindicador de contaminacién in situ para ecosistemas acudticos. Por otra parte, la
asociacién positiva encontrada entre el mimero medio de micronicleos y la asimetria
fluctuante a nivel muestral sugiere que los tests de asimetria fluctuante podrian ser
potenciales indicadores de dafio ambiental. Finalmente, la variacién de la asimetria de los
peces con la edad indica que los estudios de asimetria fluctuante en poblaciones naturales
deberian ser llevados a cabo en truchas de la misma clase de edad.

NOTAS :
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INDUCCION DE MICRONUCLEOS POR CADMIO EN ESPECIES PISCICOLAS:
DIFERENCIAS INTERESPECIFICAS.

Ayllon Gémez, Fernando; Linde Arias, Ana Rosa; Sdnchez Galdn, Sonia; Garcia Vizquez,
Eva

Dpto. Biologia Funcional. Area de Genética. Universidad de Oviedo, 33071 OVIEDO.

Se han inyectado intraperitonealmente dosis simples y dobles de cadmio a ejemplares
de dos especies piscicolas, una de agua fria (Phoxinus phoxinus) y otra tropical (Poecilia
spp); los individuos considerados como controles fueron inyectados con solucién salina. El
recuento de microntcleos en eritrocitos renales indica que el cadmio indujo la formacién de
micronticleos en ambas especies, ya que el nimero medio de micronticleos por cada 1.000
eritrocitos fue significativamente superior en los peces inyectados con cadmio que en los
controles. La media de micronicleos fue mayor en los ejemplares de cada especie sometidos
a doble dosis que en los inyectados con dosis simples, lo cual indica que el cadmio tiene un
efecto genotéxico dosis-dependiente. Clasificando los micronidcleos segtin su morfologia, se
comprobé que el tipo de microniicleos inducidos por el cadmio fue diferente en ambas
especies, sugiriendo que tienen distinta sensibilidad frente al cadmio. Los resultados se
discuten en relacion al tipo de efecto de este metal sobre las divisiones celulares en las dos
especies analizadas.

NOTAS :
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ESTUDIO DE LA RESPUESTA A LA BLEOMICINA EN LINFOCITOS DE
PACIENTES TRATADOS CON YODO-131, UTILIZANDO EL ENSAYO DE
MICRONUCLEOS (MN).

Gutiérrez, Sara; Carbonell, Elisabet:Galofré, Pere'; Creus, Amadeu; Marcos, Ricard

Grup de Mutagénesi, Departament de Genética i de Microbiologia, Facultat de Ciéncies,
Universitat Autonoma de Barcelona, 08193 Bellaterra. 'Servei de Medicina Nuclear, Ciutat
Sanitaria i Universitaria Vall d' Hebron, Pg. Vall d ' Hebron 119, 08035 BARCELONA.

Varios estudios, tanto in vitro como in vivo, han puesto de manifiesto que en distintos tipos
celulares una exposicion previa a bajas dosis de radiacién ionizante puede conferir una menor
susceptibilidad a la accién mutagénica/genotéxica de una exposicién posterior a dosis mds
altas de radiacion o de agentes radiomiméticos. Por otro lado, algunos estudios
epidemiolégicos han indicado una relacion entre hipersensibilidad a determinados mutiagenos
y aumento del riesgo de cdncer.

Con la finalidad de analizar la susceptibilidad a la accion de la bleomicina, tanto antes como
después de una exposicion terapéutica a la radiacion ionizante, se ha llevado a cabo un
andlisis citogenético mediante el ensayo de MN en dos grupos de pacientes (hipertiroidismo
y cdncer de tiroides), tratados con distintas actividades del is6topo radiactivo yodo-131. Los
cultivos de linfocitos de sangre periférica se realizaron, para ambos grupos, una semana antes
del tratamiento y una semana después. Una tercera muestra fue analizada un mes después del
tratamiento en el grupo de hipertiroidismo y 6 meses después en el grupo de cdncer de
tiroides. Para las distintas muestras se realizaron cultivos con y sin bleomicina y, para la
evaluacion de los resultados obtenidos, se compararon las frecuencias de células binucleadas
con micronucleos (BNMN), antes y después de la terapia radiactiva. Asimismo, también se
compararon entre si los valores obtenidos antes del tratamiento en los dos grupos de
pacientes estudiados.

NOTAS :
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ANALISIS MEDIANTE LA TECNICA DEL "CHROMOSOME PAINTING" DEL
EFECTO DEL ARA-C SOBRE LAS LESIONES INDUCIDAS IN VITRO POR LA
BLEOMICINA.

Puerto, Silvia; Surrallés, Jordi; Carbonell, Elisabet; Creus, Amadeu; Marcos, Ricard

Grup de Mutagénesi. Departament de Genética i de Microbiologia, Facultat de Ciéncies,
Universitat Autonoma de Barcelona, 08193 Bellaterra. BARCELONA.

Durante muchos aios se ha investigado la implicacién de las diferentes lesiones inducidas en
el DNA en la formacién de las aberraciones cromosémicas. Diferentes estudios muestran que
las roturas de doble cadena (DSBs) son las lesiones mds involucradas. Sin embargo, no estd
claro si a partir de las otras lesiones inducidas en el DNA también se pueden generar DSBs,
como consecuencia de algin paso de la reparacién celular. En este sentido, se ha investigado
la induccién de aberraciones cromosémicas en linfocitos humanos, bajo la influencia de
inhibidores de los enzimas de reparacién del DNA.

El arabindsido de citosina (Ara-C) es un andlogo de la citosina que inhibe por competicion a
las DNA polimerasas a y d. Para determinar el efecto del Ara-C sobre las lesiones inducidas
por la bleomicina, se establecieron cultivos de linfocitos con diferentes concentraciones de
bleomicina con y sin Ara-C, paralelamente. El andlisis cromosémico se llevé a cabo
empleando la técnica del pintado cromosémico ("chromosome painting”). La hibridacién in
situ se efectué utilizando sondas especificas para los cromosomas | y 4, marcadas directa e
indirectamente. Estos cromosomas representan, respectivamente, el 8,4% y el 6,3% del
genoma humano. Los resultados obtenidos hasta el momento parecen indicar que el Ara-C no
afecta significativamente a la reparacién de las lesiones inducidas por la bleomicina. Por otra
parte, se observa que el cromosoma 1 es més sensible al efecto clastogénico del Ara-C. Este
comportamiento tiende a repetirse en la mayoria de los cotratamientos efectuados con
bleomicina y Ara-C.

NOTAS :
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DETECCION MEDIANTE FISH INTERFASICO DE LA INDUCCION DE LOS
EFECTOS CLASTOGENICOS Y ANEUGENICOS DEL I'*! EN PACIENTES CON
CANCER DE TIROIDES.

Ramirez, M® José': Surrallés, Jordi'; Galofré, Pere’: Creus, Amadeu'; Marcos, Ricard'

'Grup de Mutageénesi, Departament de Genetica i de Microbiologia, Universitat Autonoma
de Barcelona, 08193 Bellaterra. 2 Servei de Medicina Nuclear, Ciutat Sanitaria i
Universitaria Vall d’Hebron, Pg. Vall d’Hebron 119, 08035 BARCELONA.

En los dltimos afios se ha detectado un aumento del cédncer de tiroides entre los nifios
expuestos a la radiacién como consecuencia del accidente de la central nuclear de Chernobyl.
Este hecho se ha relacionado con una elevada exposici6n al yodo radiactivo, especialmente al
' De todas maneras, no se conoce demasiado sobre los efectos genotoxicos de la
exposicion al 13! en humanos. Este radiois6topo se utiliza rutinariamente en la terapia de los
pacientes con céncer de tiroides, por lo que este colectivo ofrece una oportunidad tnica para
estudiar los daiios citogenéticos inducidos por dosis bien conocidas de 1'”'. En este estudio
analizamos el dafio citogenético inducido por el 1"*! en linfocitos de mujeres con céncer de
tiroides tratadas con dicho radioisétopo, utilizando técnicas de FISH interfasico con dos
sondas: (i) sonda pancentromérica, que hibrida con los centrémeros de todos los cromosomas
humanos, para conocer el origen de los micronticleos, ya sean fragmentos cromosémicos o
cromosomas enteros: y (i) sonda centromérica especifica para el cromosoma X, para detectar
no-disyuncién cromosémica en células binucleadas y anomalias numéricas en células
mononucleadas. Las muestras de sangre se tomaron antes del tratamiento y una semana
después. Los resultados obtenidos indican que el 1'*" induce efectos clastogénicos claros y
efectos aneugénicos s6lo en las pacientes de mayor edad. También se observa que el
cromosoma X no estd implicado preferentemente en los efectos aneugénicos inducidos por el
1'*'. Se concluye, pues, que el principal efecto inducido es la rotura cromosdmica, aunque
también puede producir una accién aneugénica, independiente del cromosoma X, de forma
més acusada en las pacientes de edad mds avanzada, al tener mayor tendencia a la pérdida
cromosomica.

NOTAS :
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ANALISIS DE LA FUNCION DEL GEN XIST EN CELULAS SOMATICAS Y DEL
EFECTO DE POSICION EN TRANSLOCACIONES CROMOSOMA X-
AUTOSOMA.

Surrallés, Jordi'?; Natarajan, Adayapalam T.'

'Department of Radiation Genetics and Chemical Mutagenesis, Leiden University, THE
NETHERLANDS. *Direccién actual: Grup de Mutagénesi, Departament de Genética i de
Microbiologia, Universitat Autonoma de Barcelona, 08193 Bellaterra. BARCELONA.

La extensién de la inactivacion del cromosoma X inactivo (Xi) a genes autosémicos podria
causar descompensacion génica, con posibles consecuencias sobre la viabilidad y la
transformacién celular. El gen XIST (Xi specific transcripts) controla la iniciacién y la
extensién en cis del proceso de inactivacién a lo largo del Xi durante la embriogénesis
temprana. En este trabajo hemos analizado translocaciones entre el Xi y autosomas, inducidas
de novo, tanto en linfocitos humanos cariotipicamente normales (46XX) como en células
linfoblastoides con 3 Xi (49XXXXY), para ver el mantenimiento y extensién de la
inactivaciéon del cromosoma X respecto a la posicion relativa del gen XIST. Las
translocaciones del cromosoma X se detectaron por painting FISH y el estado de activacion
de los cromosomas involucrados se determiné simultineamente usando técnicas de
inmunocitogenética con anticuerpos contra la histona H4 acetilada (marcador de expresion
génica) o contra BrdU incorporada al final de la fase S (marcador del Xi, que es de
replicacién tardfa). La posici6n relativa, en cis o trans, del gen XIST (mapeado en Xq13) en
los productos reciprocos de la translocacién se localizé creando el patrén de bandas DAPI
con un analizador de imdgenes o, alternativamente, por FISH especifico del gen XIST.
Nuestro estudio proporciona evidencias visuales de que: (i) la inactivacién no se extiende a
autosomas translocados, independientemente de la posicién del gen XIST, (ii) el gen XIST ni
se requiere ni es suficiente en cis para mantener o inducir la inactivacién y (iii) el
mantenimiento de la inactivacién es altamente estable y se controla de forma totalmente
epigenética.

NOTAS :
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POSIBLE RELACION ENTRE LOS NIVELES DE TOPOISOMERASAS I Y I1 Y LA
REPARACION DEL DANO EN EL ADN INDUCIDO POR RADIACION
IONIZANTE.

Pastor, Nuria; Pifero, Joaquin, de Miguel-Rodriguez Manolo' y Cortés, Felipe.
Departamento de Biologia Celular, Facultad de Biologia, Universidad de Sevilla. Avda.
Reina Mercedes s/n 41012 SEVILLA.

'Deparmmemo de Citologia e Histologia Normal y Patolégica, Facultad de Medicina,
Universidad de Sevilla. Avda. Sanchez-Pizjuan s/n 41009 SEVILLA.

Las topoisomerasas de ADN son enzimas nucleares que promueven la transformacién
topolégica del ADN por rotura y reunién de enlaces fosfodiester. Las topoisomerasas [ y 1l
tienen un importante papel en los procesos de replicacion, transcripcién, recombinacion y
segregacion de moléculas hermanas durante la mitosis.

En los dltimos anos, se ha propuesto la posible implicacion de las topoisomerasas de
ADN en la reparacion del dano producido por radiaciéon en el ADN. Las células mutantes
sensibles a radiaciones ionizantes presentan distintos grados de capacidad de reparacién y de
hipersensibilidad al dafo provocado por rayos X o gamma. Una caracteristica comin, pero
no universal, de los mutantes de rayos X es un defecto de la tasa de reparacion de las roturas
de cadena de ADN.

En este trabajo hemos analizado las actividades topoisomerasas en distintas lineas
mutantes de roedores sensibles a rayos X y sus correspondientes lineas parentales, tanto en
condiciones control como después de la exposicion a radiacion ionizante, con el fin de
establecer diferencias, pudiendo asi relacionarlas con el papel de las topoisomerasas en la
reparacion del dafio por radiacién, muy importante en la terapia antitumoral.

Debido a que los niveles de topoisomerasa II no se mantienen constantes a lo largo
del ciclo celular los hemos estudiado en las distintas fases del ciclo ( M, G1, S, G2) a partir
de cultivos celulares sincrénicos obtenidos por "shake off" y analizado por citometria de
flujo.

NOTAS :
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ESTUDIO DE MUTAGENESIS IN VIVO INDUCIDA POR EXPOSICION A RAYOS X
EN UN MODELO DE RATONES TRANSGENICO.

Martin. Laura: Sierra, Inmaculada; Real, Almudena; de Vidania, Rosa; Bauluz, Cristina.
CIEMAT (Departamento de Impacto Ambiental de la Energia). Avenida Complutense n° 22,
28040 MADRID.

Esti generalmente aceptado que en la carcinogénesis inducida por radiaciones
ionizantes, el evento inicial desencadenante del proceso son las mutaciones introducidas en
genes criticos y producidas como consecuencia de la interaccion directa de la radiacion con el
DNA o a través de especies de oxigeno reactivas que en tltima instancia modifican al DNA.

Aunque el efecto mutagénico inducido por radiaciones ionizantes ha sido estudiado
ampliamente in vitro tanto en bacterias y levaduras como en cultivos celulares, no es fécil
analizar el potencial mutagénico de éstas in vivo. Sin embargo, la existencia de ratones
transgénicos conteniendo genes marcadores permite determinar las frecuencias de mutacién
inducidas en dichos genes como consecuencia de una agresion.

En este trabajo se describe la respuesta a radiaciones ionizantes del rat6n transgénico
Muta Mouse, portador del gen lac Z, integrado dentro del DNA del fago Lambda, como
marcador incorporado al genoma del animal.

Utilizando este modelo se han analizando las frecuencias de mutacién inducidas en
higado y bazo después de irradiaciones agudas (rayos X) de cuerpo entero a 1 y 4 Gy. A partir
de los ratones irradiados, se aislé el DNA genémico de los tejidos del ratén, se rescaté el DNA
que contiene el gen lac Z y se produjeron fagos Lambda infectivos. La frecuencia de mutacién
se determiné infectando una estirpe de E .Coli (lac” gal E' ) que permite, posteriormrnte, llevar a
cabo una seleccién positiva de los genes lac Z que han sufrido mutacién por el agente agresor.
La relacién del nimero total de fagos lac Z en la muestra y el nimero de fagos lac Z mutados
nos permiti establecer la frecuencia de mutacién de la radiacién ionizante. Este modelo
permite realizar el andlisis comparativo de la frecuencia de mutacién en distintos tejidos del
animal irradiado.

Puesto que las mutaciones pueden acumularse en un tejido dependiendo de la respuesta
de los mecanismos de reparacién y la velocidad de proliferacion del tejido afectado, fueron
determinadas las frecuencias de mutacién a diferentes tiempos después de la irradiacién (3 - 62
dias) para determinar la cinética del proceso.

Los resultados experimentales obtenidos hasta el momento, indican que en higado se
produce un aumento de mutaciones hasta los dias 15 y 20 postirradiacién, tras una dosis aguda
de 1 y 4 Gy, respectivamente. En bazo, tras una dosis de 1 Gy, la frecuencia de mutacién a lo
largo del tiempo analizado se mantiene en un valor cercano a la frecuencia de mutacion
espontdnea, mientras que tras 4 Gy se observa un incremento de la frecuencia de mutacién que
tiene su maximo a los 7 dias postirradiacion, estabilizindose posteriormente en valores
proximos a los controles.

NOTAS :
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ALTERACIONES CELULARES EN SANGRE PERIFERICA INDUCIDAS POR
RADIACION IONIZANTE EN FUNCION DE LA EXPRESION DE p53.

Casado, José Antonio; Bauluz, Cristina; de Vidania, Rosa; Real, Almudena.

CIEMAT. Departamento de Impacto Ambiental de la Energia. Avd. Complutense 22. 28040
MADRID.

Con objeto de profundizar en la caracterizacion de los procesos de oncogénesis inducidos
por exposicién a radiacion ionizante, se ha seleccionado un modelo de ratones knockout para
el gen supresor de tumores p53, especialmente sensible al desarrollo de céncer radioinducido.
En este modelo se estdn realizando estudios in vivo sobre alteraciones celulares y moleculares
inducidas por exposicién a radiacién ionizante presumiblemente implicadas en el desarrollo
de cdnceres hematolégicos. Inicialmente se han estudiado alteraciones en las células de
sangre periférica de ratones tanto normales como deficientes para p53, tras exposicién a dosis
moderadas y altas de radiacién ionizante.

Ratones hembras (C57BL/6XxDBA) de 13 semanas normales para p53 (p53+/+) o
deficientes para el gen (heterozigotos p53+/- y homozigotos p53-/-), se irradiaron con dosis
agudas de rayos X (I y 4Gy) con una tasa de dosis de 104 rads/min. A distintos tiempos pos-
irradiacién, semanalmente durante dos meses, se extrajo sangre periférica y se analizé el
contenido de leucocitos y eritrocitos, asi como las caracteristicas morfolégicas de las
poblaciones celulares segtin los pardmetros de tamano y complejidad celular. Los animales se
mantuvieron en observacién y en caso de aparicion de tumores se sacrificaron y se
extrajeron los 6rganos de interés para analizar el fenotipo celular y la expresion génica.

Los resultados mostraron una mayor radiorresistencia en los primeros dias pos-irradiacion
de los leucocitos de ratones p53 -/- con respecto a los p53 +/+ , especialmente tras irradiacién
con 4Gy. La radiorresistencia de los leucocitos de ratones p53+/- no mostré diferencias
significativas respecto a los p53+/+. No se detectaron diferencias en el contenido de
eritrocitos entre las tres cepas, independientemente de la dosis de radiacién utilizada. Los
andlisis citométricos no mostraron diferencias en la morfologia de células de sangre
periférica, independientemente de la cepa y de la dosis de radiacién. En los seis meses
transcurridos desde el inicio del experimento, los ratones p53 +/+ tanto irradiados como
control no han desarrollado tumores. Todos los ratones p53 +/- irradiados con 4Gy
desarrollaron linfoma de timo a los 3-6 meses pos-irradiacién, si bien los controles y los
irradiados con 1Gy no desarrollaron tumores. En contraste, todos los ratones p53 -/-, tanto
irradiados como no irradiados, desarrollaron linfoma de timo durante los dos primeros meses
de estudio. En la sangre periférica de estos ratones p53-/- con linfoma de timo se detecté
mediante andlisis citométrico la presencia de células morfolégicamente anormales respecto a
las observadas en ratones sin tumor.

La aumentada radiorresistencia de los leucocitos de ratones p53 -/- descrita, confirma el
efecto que ya habiamos observado en estudios previos con precursores de médula 6sea. Los
periodos de latencia del tumor en ratones p53+/- se acortaban como consecuencia de la
irradiacién con dosis altas, fenémeno que no se observé en p53-/-, a ninguna de las dosis
ensayadas. En la actualidad se estd caracterizando la poblacion de células anémalas de
sangre, detectada en ratones p53-/- con linfoma de timo, a nivel de marcadores de superficie
especificos de linaje y de estadio de diferenciacion, ciclo celular y ploidia.

NOTAS :
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DESARROLLO DE NUEVAS METODOLOGIAS PARA LA DETECCION DE
GENOTOXICIDAD EN PECES.

Becerril, Concepcién (1), Ferrero, Mar (1), Muiioz, M* Jesis (2), Carballo, Matilde (2),
Castanio, Argelia (2).

(1) Serv. Toxicologia, CNA LS. Carlos IlI- 28220 Majadahonda- MADRID

2) Toxicologia del medio ambiente, CISA-INIA -28130 Valdeolmos- MADRID

La exposicion de poblaciones de peces a contaminantes quimicos de cardcter genotoxico da
como resultado alteraciones en su material genético, tanto somatico como de cardcter
hereditario, incidiendo sobre la supervivencia de las especies expuestas.

Las caracteristicas propias de la mayor parte de las poblaciones piscicolas, pequefio tamario y

alto nimero de cromosomas, hacen muy dificil la aplicaciéon de los test mas usuales para la

deteccion de genotoxicidad de productos quimicos (aberraciones en metafase, intercambio de
cromatidas hermanas, etc.), ni siquiera aplicando técnicas de analisis automatico de imagen.

La necesidad de disponer de nuevos ensayos que permitan valorar la genotoxicidad en dichos

organismos nos ha llevado a poner a punto nuevas metodologias tanto “in vivo” como “in

vitro”.

Asi, hemos desarrollado dos test “in vitro™ utilizando la linea celular RTG-2 procedente de la

trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

W Deteccion del incremento de la frecuencia de micronucleos y alteraciones en el ciclo
celular utilizando citometria de flujo.

W Deteccion de mutaciones mediante modificaciones en el patrén de bandas especifico de la
linea celular RTG-2 utilizando la técnica de RAPDs (Random Amplified polymorphic
DNA).

Estos mismos test se han desarrollado como sistemas de valoracion “in vivo™ en eritrocitos de

sangre periférica de trucha arcoiris.

Los buenos resultados obtenidos nos permiten afirmar que ambos ensayos resultan

prometedores para valorar la genotoxicidad de peces. Son aun necesarios estudios de

validacion aplicando un mayor numero de sustancias de referencia, asi como estudios con
muestras de campo para comprobar su eficacia como biomarcadores de genotoxicidad.

Financiado con fondos CYCIT proyecto AMB94-0655-C0O2-01.
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