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RESUMEN

Como consecuencia del dafo en el ADN las células eucariotas desencadenan una respuesta
que involucra la deteccion del sitio dafiado, la amplificacion y diversificacion de la sefial a través
de cascadas de quinasas y la activacion de efectores que participan en la detencion del ciclo
celular, la reparacion del ADN y en algunos casos la induccion de apoptosis. Estos procesos
ocurren en el contexto de la cromatina, la cual es una estructura dinamica que compacta al ADN
y contribuye a preservar la informacion genética y regular la expresion génica. Los mecanismos
epigenéticos de remodelacion de la cromatina constituyen un nivel adicional de regulacion tanto
de la transcripcion como de los procesos de reparacion del ADN, incidiendo en la estabilidad
gendmica. Asimismo, en la ultima década el conocimiento de los procesos epigenéticos ha
adquirido una singular importancia dado que su alteracidn, en conjunto con alteraciones

genéticas, ha sido asociada al desarrollo de enfermedades como el cancer.

En este trabajo se estudid la influencia de la acetilacion de histonas, uno de los mecanismos
epigenéticos mejor caracterizados, en la respuesta celular al dafo inducido por diferentes
agentes genotdxicos (radiaciones ionizantes y no ionizantes; y un inhibidor de la ADN
topoisomerasa 1), los cuales inducen dafio genético por diferentes mecanismos, interviniendo
distintos sistemas de reparacion del ADN para su remocion. Empleando los inhibidores de
desacetilasas de histonas (HDACI): butirato de sodio, acido valproico y tricostatina A, se analiz6
el efecto de la alteracion de los niveles de acetilacion en la sobrevida celular, induccion y
reparacién del dafio producido en el ADN por los agentes genotdéxicos mencionados, asi como

su influencia en la progresion del ciclo celular en diferentes sistemas de células de mamiferos.

Entre las hipotesis de trabajo se planteo la potenciacion del efecto de los agentes genotdxicos
en presencia de HDACi mediante el incremento del nivel de dafio producido en el ADN o por la
disminucion en su tasa de reparacion. El uso combinado de HDACi con agentes inductores de
dafo en el ADN esta siendo evaluado en el tratamiento antineoplasico, por tanto estudios como
el aqui presentado resultan de interés para profundizar en los mecanismos subyacentes en este

tipo de terapias.

Los resultados obtenidos indicaron que en la mayoria de los casos el pre-tratamiento con los
HDACI potencio el efecto de los diferentes agentes genotdxicos empleados, tanto en términos
de sobrevida como de dafio genético inducido. Asimismo, los HDACi incidieron en la cinética de
remocion del dano producido por rayos X, rayos gammay UVC, en general disminuyendo la tasa

de reparacién.

Estos hallazgos nos han permitido proponer que la alteracion en el balance de
acetilacion/desacetilaciéon producido por el pre-tratamiento con los HDACi disminuye la eficiencia
de diferentes sistemas de reparacion del ADN. Esto podria ser explicado por una reduccién de

la interaccion de la maquinaria de reparacion a nivel de los sitios de ADN dafiados generada por

5



los cambios ocurridos en la conformacion de la cromatina. Estos podrian implicar a su vez la
alteracion de la interaccion con otros mecanismos epigenéticos como la ubiquitinacion de
histonas, responsable del desensamblaje de los nucleosomas, el cual podria verse disminuido

en presencia de los HDACI por activacion de deubiquitinasas de histonas.



1- ANTECEDENTES

1.1- Daino en el ADN

En el ADN de las células de todos los organismos frecuentemente ocurren alteraciones, ya sea
en su estructura quimica o en la secuencia de nucleétidos que lo componen. Las consecuencias
biolégicas del dafio genético dependen tanto del tipo de lesiones inducidas como de su
localizacién genomica. Entre los tipos de lesiones inducidas se encuentran el dafo tanto en las
bases nitrogenadas y/o nucleétidos como rupturas de simple (RSC) y doble cadena (RDC) en el
ADN, siendo estas ultimas las mas severas para la sobrevida de las células y la preservacion de
su integridad gendmica. La falla o la ausencia de reparacién de las RDCs puede ocasionar una
tasa de mutaciones elevada, rupturas y reordenamientos cromosémicos e inestabilidad
genomica que pueden conducir a la muerte celular (Obe et al. 1992; Pfeiffer et al. 2000; Di
Tomaso et al. 2008). En los eucariotas superiores el dafio generado en genes responsables de
la reparaciéon del ADN y/o en los genes involucrados en la regulacion del ciclo celular puede
conducir a la transformacién oncogénica y al desarrollo de cancer (Peterson y Cété 2004; Jeggo
y Lébrich 2007). Los reordenamientos cromosdmicos, si bien constituyen un factor importante en
la variacion genética en poblaciones naturales y en la evolucion de las especies, en poblaciones
humanas se encuentran frecuentemente vinculados a infertiidad, retardo mental,

malformaciones congénitas y sindromes de inestabilidad genética (Lejeune et al. 1963).

1.1.1- Agentes inductores de dano en el ADN
Gran parte de los cambios que ocurren en el ADN son consecuencia de errores durante los
procesos de replicacion, recombinacion o reparacién. Por ejemplo, durante la sintesis del ADN
pueden producirse RDCs cuando las horquillas de replicacién encuentran una hebra molde
dafiada. A su vez, el ADN reacciona con una gran variedad de agentes tanto exd6genos como
enddgenos. Entre los enddgenos se incluyen aquellos que son producto del metabolismo celular,
como las especies reactivas del oxigeno (ROS) (aniones superdxido, radicales hidroxilo y
peréxido de hidrégeno) derivados de la respiracion oxidativa y de la peroxidacion de los lipidos,
y agentes alquilantes (Wood et al. 2001). Los exdégenos abarcan tanto a agentes fisicos como
las radiaciones ionizantes (rayos X y rayos y) y radiaciones no ionizantes como la luz ultravioleta
(UV), asi como agentes quimicos, entre los que se incluyen las drogas radiomiméticas vy
compuestos que inhiben a las ADN topoisomerasas (Friedberg et al. 2006). A este conjunto de

agentes se les denomina genotoxicos.

1.1.1.1- Radiaciones ionizantes
La radiacion ionizante esta compuesta por particulas de elevada energia capaces de inducir la
liberacion de electrones de los atomos o moléculas con los que interactua. Es generalmente el
resultado del decaimiento natural de nucleos atdmicos inestables, pudiendo también ser
generada en forma artificial, como por ejemplo mediante aceleradores de particulas. Al atravesar

la materia estas particulas le transfieren su energia induciendo la ionizacion de los atomos a su
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paso. La Transferencia Lineal de Energia (LET) es la cantidad de energia liberada por la particula
a lo largo de su trayecto durante su decaimiento. Los diferentes tipos de radiaciones ionizantes
se diferencian por el tipo de particula emitida y su poder de penetracion, siendo clasificadas como

de alta o baja LET de acuerdo a la densidad de la energia depositada.

La radiacion de alta LET libera energia en el orden de los 400 eV dentro de éareas de
aproximadamente de 5 a 10 nm e incluye tanto a las particulas alfa como a los neutrones
(Goodhead 1989). Las particulas alfa son emitidas en forma espontanea durante el decaimiento
radioactivo de elementos con nimeros de masa elevados (mayores a 150), como por ejemplo
uranio y plutonio. En el caso de los neutrones, si bien no son particulas cargadas y no son
ionizantes, sus colisiones con nucleos atdmicos producen una reaccion en cadena que tiene

como resultado la liberacion de particulas cargadas que causan ionizacion.

Por otra parte, la radiacion de baja LET libera energia por debajo de los 100 eV dentro de areas
de aproximadamente de 2 nm y comprende la radiacion §, vy y los rayos X (Goodhead 1989). La
primera es originada por el decaimiento 3 de nucleos atdmicos con un exceso de neutrones o
protones y posee un bajo poder de penetracidon. Mientras que los rayos y y los rayos X constituyen
radiaciones electromagnéticas de alta frecuencia (10" Hz), los que se diferencian segun su
origen. Los rayos X son emitidos durante los procesos atomicos que involucran electrones
energéticos. Sin embargo, los rayos y son emitidos por nucleos excitados u otros procesos
producidos por interacciones entre particulas subatdmicas. Luego de una reaccion de
decaimiento, el nucleo atémico se encuentra en un estado “excitado” (con exceso de energia).
Esta energia es liberada por la emision de un pulso de radiacion electromagnética llamado rayo
Y, el cual es idéntico en su naturaleza a la luz o a los microondas pero posee un elevado nivel de
energia. Al igual que todas las formas de radiacién electromagnética, los rayos y no poseen masa
ni carga e interactuan con la materia colisionando con los electrones en las 6rbitas atomicas

perdiendo su energia en su trayecto.

A nivel bioldgico, las membranas celulares, las proteinas y el ADN son blanco de las radiaciones
ionizantes. Su efecto en estas estructuras puede ser producido tanto por dafio directo como por
radicales libres, incluyendo especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno (ROS y RNS
respectivamente). El dafio inducido por las radiaciones ionizantes a nivel del ADN ocurre tanto
directamente en sus propios componentes asi como por medio de la ionizaciéon del material que
lo rodea, mayoritariamente de las moléculas de agua, formandose moléculas reactivas que luego
interaccionan con él (Goodhead 1999). Entre los tipos de dafio generados en el ADN se
encuentran RSCs y RDCs, dafo en las bases nitrogenadas , uniones cruzadas ADN-proteinas y

uniones intra e intercatenarias (Prise 1994) (Figura 1).
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Figura 1 — Rupturas de doble cadena (RDCs) inducidas por la radiacion ionizante. Las RDCs pueden
producirse tanto en forma directa, luego del procesamiento quimico de lesiones en los residuos
de azucar, los que en su forma inicial no causan la ruptura del esqueleto azucar-fosfato, asi
como luego del procesamiento de dafio generado en bases nitrogenadas. Extraida de
Mladenov e lliakis (2011a).

1.1.1.2- Radiaciones no ionizantes

Radiacién ultravioleta (UV)

Si bien solo un 6.1% del espectro solar electromagnético que llega a la superficie de la tierra se
encuentra en el rango UV, la radiacion UV conlleva importantes implicancias para la salud
humana y los ecosistemas terrestres y acuaticos. El rango UV se extiende desde los 100 a los
400 nm y se encuentra dividido en: UVC (100-280 nm), UVB (280-315 nm) y UVA (315—400 nm)
(Aucamp et al. 2011; McKenzie et al. 2011). Cuanto menor es la longitud de onda de la radiacién
UV mayor es su absorcién por la atmosfera, por lo tanto las radiaciones UVC y UVB son
absorbidas por el ozono y el oxigeno en un 100% y 90% respectivamente. Como consecuencia,
la radiacién UV que alcanza la superficie de la tierra es mayoritariamente UVA. La relevancia a
nivel biolégico de la radiacién UV reside en la induccion de dafo a nivel del ADN en los
organismos acuaticos y terrestres (Norval et al. 2007). Debido a que la longitud de onda a la que
la molécula de ADN posee mayor absorcién es a los 260 nm, el UVC es el mas efectivo para la
induccion de fotoproductos (Yagura et al. 2011), por lo tanto si bien no alcanza la superficie
terrestre es empleado ampliamente en estudios experimentales sobre el dafio inducido en el ADN
por la radiacion UV.

El dafo inducido por UVC en las biomoléculas se debe a la absorcién directa de la luz para
generar moléculas mas reactivas, lo que conduce a la aparicion de dimeros de pirimidina

ciclobutano (Cyclobutane Pyrimidine Dimers, CPDs) por la unién covalente entre las bases
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nitrogenadas de pirimidinas adyacentes (citosinas o timinas), y 6-4 fotoproductos (pyrimidine-(6-
4) pyrimidone photoproducts, 6-4PP) en la cadena de ADN (Schuch et al. 2013) (Figura 2). A su
vez, como resultado de la incorporacion y procesamiento de ambos tipos de lesiones pueden

llegar a producirse reordenamientos cromosémicos (Thompson 2012).

(6-4) photoproduct

Figura 2 — Lesiones inducidas en el ADN por la radiacién UV: Dimeros de pirimidina ciclobutano (CPDs)

y 6-4 fotoproductos. Extraida de Friedberg et al. 2006.

1.1.1.3- Agentes inhibidores de ADN topoisomerasas

Las ADN topoisomerasas son enzimas que realizan la conversion entre isdmeros topolégicos del
ADN vya sea durante la replicacion, transcripcién, recombinacién y reparacién del ADN, como
durante la condensacion y segregacion cromosomica (Wang 1985; Hande 1998; Adachi et al.
2003). Actuan generando un corte transitorio en el esqueleto de azucar-fosfato del ADN, el que
puede ser atravesado por otro segmento de ADN, realizando luego la reunion de las hebras
cortadas. Este corte en el ADN de simple o doble cadena, llevado a cabo por las ADN
topoisomerasas | y Il respectivamente, es realizado mediante la formacion de un complejo
covalente enzima-ADN (Figuras 3 y 4). En la formacion de este complejo catalitico intermediario
ocurre una reaccion de transesterificacion con la participacién de un residuo de tirosina de la
enzima (Malik y Nitiss 2004).

Las ADN topoisomerasas Il (Topoll) eucariéticas son enzimas homodiméricas. Los vertebrados
poseen dos isoformas genéticamente distintas: Topolla y Topollp. Topolla es esencial para la
replicacién del ADN vy la proliferacion celular, asociandose a los cromosomas durante la mitosis.
Su expresion esta regulada por el ciclo celular, presentando una expresién maxima en las fases

G,/M de este ciclo. Generalmente se encuentra presente en niveles elevados en las células
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cancerigenas de elevada proliferacion (Johnson et al. 2001; Adachi et al. 2003; Jarvinen y Liu
2003). Por otra parte, Topollp es activa en células no proliferantes estando involucrada
principalmente en los procesos vinculados a la transcripcién y sus niveles de expresion

permanecen relativamente constantes durante el ciclo celular (Lyu et al. 2006; Ju et al. 2006).

Los agentes inhibidores de Topoll se dividen en dos grandes clases. En una de ellas se
encuentran los que inhiben la actividad catalitica de esta enzima, mientras que la otra clase
incluye a los que estabilizan al complejo covalente formado entre la Topoll y el ADN. Estos
ultimos impiden la reasociacion de las cadenas del ADN, aumentando de esta manera los niveles
de complejos Topoll-ADN formados. Estos complejos son reversibles luego de retirado el
inhibidor, pero pueden ser convertidos en rupturas estables en el ADN por colisidn con enzimas
de la maquinaria de replicacién o transcripciéon (Zwelling et al. 1981; Palitti et al. 1990 y 1994;
Malik y Nitiss 2004; Martinez-Lopez et al. 2004). En esta ultima clase se incluyen la mayoria de

los agentes inhibidores de Topoll empleados en terapia anticancerigena (Nitiss 2009).

Un factor importante en la sensibilidad a las drogas anti Topoll son los niveles generales de
Topoll presentes. En este sentido, se ha demostrado experimentalmente que la reduccion de los
niveles de Topoll son suficientes para conferir resistencia a este tipo de drogas, mientras que
por el contrario células que sobreexpresan Topoll resultan hipersensibles a las mismas (Beck et
al. 1993; Gudkov et al. 1993; Nitiss y Beck 1996). Sin embargo, en la clinica en la mayoria de los
tipos de cancer han habido resultados equivocos al comparar el resultado del tratamiento con

este tipo de drogas y los niveles de Topoll presentes (Walker y Nitiss 2002).

Entre las desventajas del uso de drogas anti Topo Il en la clinica se encuentra la aparicion de
malignidades secundarias, especialmente leucemias mieloblasticas agudas, debido a la
induccion de translocaciones cromosomicas en células normales, las que estarian mas
relacionadas con la inhibicion de Topollp (Azarova et al. 2007; Deweese y Oshroff 2009; Cowell
et al 2012). Dado que Topollp seria la unica Topoll activa en células no proliferantes, entre los
beneficios potenciales de su inhibicidn se encuentra la capacidad de reducir la sobrevida de
células madre cancerigenas. Uno de los desafios planteados para el empleo de este tipo de
drogas es la maximizacion de su eficacia terapéutica minimizando sus efectos colaterales (Nitiss
2009).

Etopdsido

El etopdsido o VP-16 es uno de los inhibidores de la Topoll mayormente empleados en el
tratamiento anticancerigeno, perteneciendo a la clase de drogas que estabiliza los complejos
covalentes Topo II-ADN. De esta manera induce RDCs de forma indirecta al no permitir la reunion
de las cadenas en los sitios de corte inducidos por la Topo Il (Figuras 3 y 4). Interactua tanto con
la Topoll como con el ADN, pero a diferencia de otros inhibidores de Topoll, el etopdsido no es
un agente intercalante planar por lo que su interacciéon con el ADN es débil (Wu et al. 2011). Por
lo tanto, sus interacciones con la Topoll tendrian un rol clave en su capacidad de estabilizar los

complejos covalentes Topoll-ADN (Wilstermann et al. 2007; Bender et dl. 2008). Se ha sugerido
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que la mayor parte de la citoxicidad de esta droga es causada por inhibicién de la Topolla por lo

que su efecto principal seria sobre células en activa proliferacién (Toyoda et al. 2008).
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Figura 4- A- Estructura cristalografica del complejo covalente ternario formado por la Topoisomerasa Il

humana (hTopollf) y el ADN estabilizado por etopésido. Se presentan dos vistas ortogonales
de este complejo donde el ADN se encuentra en azul, uno de los monémeros de la hTopollp
esta en gris y el otro en colores. B- Representacion de la insercion de dos moléculas de
etoposido (en amarillo) en dos sitios de clivaje. EI ADN se representa en azul y los dos
monomeros de hTopollp se muestran en diferentes colores. C- Acercamiento de la
representacion del sitio de union del etopdsido. D- Estructura quimica del etopésido. Se indican
en negro los residuos que interactian con la droga. Se marcan en gris los atomos involucrados

en las interacciones etopdsido-ADN. Extraida de Wu et al. (2011).
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1.2 - Respuesta celular al daino en el ADN

Con el fin de mantener la estabilidad gendmica, frente a la accion de los agentes genotdxicos las
células eucariotas activan la respuesta al dafio en el ADN (DNA damage response — DDR). Esta
respuesta es una via de transduccién de sefales, donde la sefial consiste en el dafio inducido
en el ADN o alteraciones a nivel de la cromatina. La misma es detectada por proteinas sensoras,
que en general son proteinas de union al ADN, las que inducen la activacion de un sistema
transductor, representado por cascadas de protein-quinasas, las que amplifican y diversifican la
sefal dirigiendose a una serie de efectores corriente abajo (Jackson 2002). Entre los efectores
se encuentran: a) factores implicados en la regulacién transcripcional y post-transcripcional
de un gran conjunto de genes, entre los que se destacan los vinculados al control del ciclo celular
y la reparacién del ADN; b) factores asociados al enlentecimiento o detenciéon de la
progresion del ciclo celular en determinados intervalos denominados “checkpoints”, activados
con el fin de posponer la replicacion del ADN o la divisidn celular mientras el dafio persista; ¢)
factores implicados en la reparaciéon del ADN; y d) en algunos casos la activacion de factores
involucrados en la induccion de la muerte celular por apoptosis (Khanna y Jackson 2001; Ford
2005; Ciccia y Elledge 2010) (Figura 5).

SENSORES DEL
DANO EN EL ADN

TRANSDUCTORES Y

MEDIADORES
h S

h J— o

T— - -
EFECTORES ;| <=§ pS3 > @CDCB5»> @ SMA»
Control del Apoptosis
ciclo celular Reparacién Transcripcién
del ADN

Figura 5 — Esquema de la respuesta celular al dafio en el ADN desencadenada ante la sefial de dafio
en la que participan: sensores del dafio (RPA - proteina de replicacion A; complejos similares
al factor de replicacion C — RFC, el complejo 911 - RAD9/HUS1/RAD1, y el complejo MRN
- MRE11/RAD50/NBS1; transductores y mediadores (ATM — proteina mutada en ataxia
telangiectasia; ATR — proteina relacionada a ATM; MDC1, 53BP1, BRCAA1, claspina, CHK1)
and CHK?2); y efectores (p53, SMC1 y CDC25). Modificada de Campisi y d’Adda di Fagagna
2007.

Este mecanismo complejo de vigilancia y reparacion del ADN, impide que las lesiones inducidas
inicialmente se transformormen en mutaciones, garantizando asi la transmision precisa de la
informacion genética (De Boer y Hoeijmakers 2000). De esta forma, la replicacion y division

celular se postergan hasta que las lesiones se hayan reparado. En el caso de que esto no sea
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posible, se induce el proceso apoptoético con el fin de evitar la transmisién del error a las células
hijas. Cuando estos mecanismos fallan y el dafio permanece sin que la célula muera, ésta la
transmitira a sus células descendientes, pudiendo iniciarse la transformacién tumoral
(Hoeijmakers 2001).

En esta ultima década ha aumentado en gran medida el conocimiento acerca de las proteinas
que participan en la DDR, principalmente debido al desarrollo de estrategias de purificacion que
permitid la identificacion de nuevos componentes en los grandes complejos proteicos
involucrados. A su vez, el uso de metodologias de ARN interferencia (ARNi) sumado al analisis
de imagenes in vivo usando la marcacion con la proteina fluorescente verde (GFP) y microscopia

confocal han permitido conocer aspectos funcionales de la mayoria de ellas.

Se ha constatado que entre los factores que participan en la deteccion del sitio danado se
encuentra el complejo MRN (Mre11/Rad50/NBS1) el cual se une a los extremos libres del ADN
(Lavin 2007) (Figura 5) y dada su estructura se cree que formaria un microambiente que
mantiene a los dos extremos del ADN unidos (Van Gent & Van der Burg 2007).

Este complejo recluta a quinasas miembros de la superfamilia de quinasas fosfatidilinositol-3
(PI3K), siendo las principales ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated), ATR (Ataxia Telangiectasia
Related) y DNA-PKcs (subunidad catlitica de la protein-quinasa de ADN) (Figura 5). Si la sefal
de dafo consiste en RDCs se activan ATM y DNA-PKcs, mientras que ATR responde a RSCs.
Estas tres quinasas son reclutadas al sitio dafiado y una vez activadas catalizan la fosforilacion
de diversas proteinas involucradas en la regulacion de la progresion del ciclo celular, la
reparacion del ADN y la apoptosis (Karagiannis y EI-Osta 2007; Lovejoy y Cortez 2009) (Figura
5).

El ciclo celular cuenta con cuatro puntos de control o “checkpoints” donde se realiza la
verificacion de la existencia de dafio en el ADN. Estos se ubican al final de la fase G1, en la fase
S, al final de la fase G2 y al final de la fase M. Por lo tanto, en las células en proliferacién luego
de la induccion de dano el ciclo puede ser detenido al final de G1 o G2, activandose los
mecanismos de reparacién del ADN (Harper y Elledge 2007; Lazzaro et al. 2009). Esta detencién
del ciclo celular en respuesta al dafio en el ADN ocurre por la activacion por fosforilacion de p53
mediada por ATM o ATR (Figura 5). En ausencia de dafio en el ADN, p53 se mantiene en un
bajo nivel de expresion, debido a su rapida degradacién mediada por el sistema
ubiquitina/proteasoma. Pero en respuesta al dafio en el ADN, al ser fosforilada, p53 se convierte
en una proteina funcional estabilizada y activa a nivel bioquimico a través de fosforilaciones y
acetilaciones, funcionando como un factor de transcripcion de un conjunto de genes, entre ellos
p21. Al inducir la transcripcion de p21, p53 funciona como un regulador negativo del ciclo celular,
ya que P21 lo bloquea en la transicién G1-S uniéndose a complejos ciclina-CdK responsables
de conducir a la célula a la fase S (Thompson 2012).

Otras proteinas involucradas en la detencion del ciclo celular frente al dafio en el ADN son las

proteinas Chk1 y Chk2, las que son activadas al ser fosforiladas, y fosforilan a su vez proteinas
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corriente abajo en la cascada de transduccién de la sefial (Nyberg et al 2002). Entre sus sustratos
se encuentra BRCA1, que conduce a la detencion del ciclo en las fases S y G2 y participa en la
reparacion del ADN al ser fosforilada por ATM, ATR y Chk2 (Cortez et al. 1999; Xu et al. 2001;
Gudmundsdottir y Ashworth 2006). BRCA1 funciona como un adaptador entre la respuesta inicial
y el resto de los sustratos en la transduccion de la sefal. Mutaciones en el gen que codifica para
BRCA1 se han encontrado asociadas al desarrollo de cancer de mama y ovario (Camphausen
et al. 2004; Ramus et al. 2007).

En el caso de que el dafio no pueda ser reparado o sea reparado en forma errénea puede
desencadenarse la apoptosis mediada por p53 o la muerte mitética (Kolesnick y Fuks 2003). p53
es activada por ATM tanto directa como indirectamente a través de la fosforilacién de Chk2
(Figura 5). En células en proliferacion, la exposicion a agentes genotéxicos como las radiaciones
ionizantes puede conducir a la muerte mitética. Este fendbmeno ocurre como resultado de la
segregacion incompleta de los cromosomas, y puede inducir apoptosis tanto en la célula

progenitora como en las células hijas (Potten y Wilson 2004).

La imposibilidad de inducir la detencion del ciclo celular o el proceso apoptético frente al dafio
generado en el ADN podria aumentar la sobrevida de las células a los agentes genotdxicos,
volviéndolas mas resistentes a los mismos. Esto ocurre en muchas células cancerigenas en las
que el gen que codifica para p53 se encuentra deletado o mutado, siendo incapaces de

desencadenar estos procesos (Marple et al. 2004).

1.2.1- Reparacion del daino en el ADN

En la reparacién del dafio en el ADN participan diferentes mecanismos, dependiendo del tipo de
lesién inducido. Se han descrito cuatro mecanismos principales: reparacion por escision de bases
(Base Excision Repair - BER), reparacion por escision de nucleétidos (Nucleotide Excision Repair
NER) y en el caso de RDCs: reparacion por recombinacion homaéloga (HR) y reparacion por unién
de extremos no homodlogos (Non Homologous End Joining - NHEJ). La estabilidad gendmica es
también asegurada por un conjunto de sistemas de correccion de errores en la replicacion que
incluye reparacion de apareamientos erréneos de bases nitrogenadas o “Mismatch Repair”

(MMR) y “bypass” replicativo de las ADN polimerasas (Friedberg et al. 2006) (Figura 6).
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Figura 6 — Esquema de los principales mecanismos de reparacion del ADN. La eleccion del mecanismo
que va a estar operativo depende del tipo de lesion inducido. Se presentan las proteinas clave
que participan en cada uno. BER — Reparacion por escision de bases. NER — Reparacion por
escision de nucledtidos. NHEJ — Unidn de extremos no homologos. Extraia de Lord y Ashworth
(2012).

1.2.1.1- Reparacion de bases y nucledtidos dafados
Reparacion por escision de bases (BER)

Las bases nitrogenadas oxidadas como la 8-oxoGuanina, o bases alquiladas, sitios abasicos
generados por depurinacion espontanea, asi como las bases afiadidas erroneamente son
reparados por el sistema BER (Lindahl 2000). La primera etapa en este sistema implica la accién
de diferentes ADN glicosilasas especificas para cada tipo de base dafada. Las mismas
reconocen y remueven las bases modificadas hidrolizando los enlaces N-glucosidicos generando
sitios apurinicos/apirimidinicos (AP) (Figura 7a). Estos sitios AP son reparados mediante la
participacién de una endonucleasa AP que cliva el enlace fosfodiéster, ADN polimerasas y ADN
ligasas (Hoeijmakers 2001; Peterson y C6té 2004). En general, las lesiones que son sustratos
del BER no distorsionan el esqueleto del ADN suficientemente como para detener la replicacion
del ADN, por lo que la inactivacion de este mecanismo de reparacién puede ser altamente
mutagénico (Peterson y Coté 2004). A su vez, en estudios con modelos animales, se ha visto

que la inactivacion de las proteinas que intervienen en el BER es letal (Hoeijmakers 2001).

Reparacion por escision de nucledtidos (NER)

La via de reparacién NER es empleada para la remocion de una variedad de lesiones que
distorsionan la estructura del ADN. Entre otras se incluyen dimeros de pirimidina ciclobutano
(CPDs), 6-4 fotoproductos pirimidina pirimidona (6-4 PPs) inducidos por la luz UV, aductos en el
ADN inducidos por agentes quimicos como cisplatino y éxido 4-nitroquinolina, los que interfieren

con el apareamiento de bases y bloquean la replicacion y transcripcién del ADN (Hassa y Hottiger
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2005). Se ha estimado que mediante la via NER se reparan cerca del 70% de las lesiones en el
ADN inducidas por el medio ambiente. Dependiendo del mecanismo de reconocimiento de la
lesion se distinguen dos vias: la via acoplada a la transcripcion (TCR), que repara las lesiones
que ocurren en la hebra del ADN transcripta de los genes activos; y la via de reparacién genémica
global (Global Genomic Repair - GGR) que repara las lesiones en el ADN no transcripto (De Boer
y Hoeijmakers, 2000) (Figura 7b). Ambas vias involucran cuatro etapas: a) deteccion de la lesion;
b) reclutamiento del complejo TFIIH, que dirige el desenrollamiento del ADN en torno al
nucleétido dafiado; c) reclutamiento de las endonucleasas ERCC1-XPF y XPG, que generan
cortes en 5’ y 3’ de la lesién y remueven el nucleotido dafiado; y d) sintesis del ADN dirigida por
la ADN polimerasa 3, PCNA y otros factores accesorios. En el reconocimiento de la lesion, en el
TCR participan CSA y CSB, los que se cree dirigen a la maquinaria basica hacia la ARN
polimerasa |l detenida en la lesion (Mitchell et al. 2003). En el caso del GGR, en el reconocimiento
del dano participan el complejo XPC-hHR23B y el complejo UV-DDB/XPE (Volker et al. 2001).
Defectos en las proteinas que participan en el NER son la causa de tres sindromes recesivos
raros: Xeroderma pigmentoso, Sindrome de Cockayne y Tricodistrofia (De Boer y Hoeijmakers
2000; Cleaver et al. 2009).
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Figura 7 — Mecanismos de reparacion por escision de bases (BER) y de nucleétidos (NER). Ambos
mecanismos emplean la cadena de ADN complementaria para restaurar la informacion de
secuencia nucleotidica perdida en la cadena de ADN danada. A) Representacion
esquematica de las etapas basicas que ocurren durante el BER. B) Principales eventos y
actividades enzimaticas implicadas en la via de reparacion gendmica global (GGR) del NER.
Extraida de Mladenov e lliakis (2011 b).
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1.2.1.2- Reparacion de rupturas de doble cadena
La reparacion de rupturas de doble cadena (RDCs) en eucariotas depende de dos mecanismos
que funcionan en forma complementaria: la reparacion por recombinaciéon homdloga (HR) y la
reasociacion de extremos no homodlogos (NHEJ). Esta ultima a su vez presenta dos vias, una
mas precisa que involucra a la proteina quinasa dependiente de ADN (DNA-PK), y otra

independiente de esta enzima mas propensa a producir errores (Lees-Miller y Meek, 2003).

Ambos mecanismos han sido altamente conservados durante la evolucion, pero su importancia
relativa es diferente entre eucariotas superiores e inferiores. En eucariotas inferiores, como
Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe, la via empleada con mayor
frecuencia es la de HR. Este mecanismo es generalmente una via libre de errores ya que se
requiere una secuencia de ADN homdloga como molde, generalmente la cromatida hermana,
por lo que solo puede llevarse a cabo tras la replicacion del ADN, en las fases S y G2 del ciclo
celular (Sonoda et al. 2006; Shen y Nickoloff 2007).

Al inicio de HR ocurre la reseccion de los extremos de ADN en el sitio de la RDC para generar
tramos de ADN de simple cadena terminados en 3°, los que pueden invadir una molécula de ADN
de doble cadena conteniendo una secuencia homologa. Este proceso involucra al complejo MRN,
el que posee actividad exonucleasa 3'—5" (Figura 8 a). La region de ADN de simple cadena
generada es cubierta por la proteina de replicacion A (RPA), la que luego es reemplazada por
Rad51, quien promueve la invasién del molde de ADN homadlogo. Dependiendo de la naturaleza
del proceso, podria formarse un intermediario de Holliday, seguido de migracion de las ramas y
la posterior resolucion de esta estructura. En este mecanismo actuan los miembros del grupo
epistatico de Rad52 (Rad50, Rad51, Rad52, Rad54, Rad55, Rad57, Rad59, Mre11 y Xrs2), la
mayoria de los cuales fueron identificados por ser requeridos en la reparacién del dafio inducido
en el ADN por radiaciones ionizantes en Saccharomyces cerevisiae (Peterson y C6té 2004). Los
productos de los genes de susceptibilidad al cancer de mama, BRCA1 y BRCA2, estan también
involucrados en la modulacién de HR. BRCA2 funciona regulando la uniéon de Rad51 al ADN y

BRCA1 también tendria un rol regulatorio en el proceso (Jeggo y Lébrich 2006) (Figura 8 a).

Sin embargo, NHEJ es el mecanismo predominante en mamiferos y no se encuentra restringido
a ninguna fase del ciclo celular, a diferencia de HR, que es activa solo en las fases Sy G2. Es el
unico mecanismo activo durante la fase G1, cuando no existe una cromatida hermana para que
se produzca la recombinacion (Mimitou y Symington, 2009). En esta via de reparacion los
extremos rotos son procesados por nucleasas y emparejados con otra secuencia de escasa o
ninguna homologia, no requiriendo sinapsis del ADN dafiado con otra molécula de ADN no
danada (Jackson 2002; Ayene et al. 2005).

La reparacidon mediante NHEJ es mas rapida, pero introduce errores, ya que se pierde la
secuencia del lugar donde ocurre la RDC y la unién de extremos de secuencias situadas en dos
cromosomas diferentes puede originar translocaciones (Wood et al. 2001; Sonoda et al. 2006;

Shen y Nickoloff 2007).
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En NHEJ las principales proteinas involucradas son el heterodimero denominado Ku formado
por Ku70 y Ku80 (Figura 8 b). El mismo se une a los extremos de RDCs de manera independiente
de la secuencia de ADN vy recluta al complejo formado por la subunidad catalitica de DNA-PK
(DNA-PKcs) y la proteina Artemis. También participan el complejo formado por la ADN Ligasa IV

y XRCC4 (fosfoproteina) que realiza la reunién de los extremos (Ayene et al. 2005) (Figura 8 b).

Por lo tanto, la eleccion del mecanismo a ser utilizado depende tanto de la fase del ciclo celular
en que se encuentra la célula, asi como del manejo inicial de la RDC. Por ejemplo, si los extremos
5’ de la cadena de ADN dafada son degradados por nucleasas para producir colas 3’ de cadena
simple, que son el substrato de RAD51, se iniciara el mecanismo de HR, inhibiéndose el de NHEJ

(Mimitou y Symington 2009).
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Figura 8- Esquema de los mecanismos de reparacion de rupturas de doble cadena en el ADN (RDCs).
A) Reparaciéon por recombinacion homoéloga (HR). Se presentan las principales proteinas que
participan en esta via. B) Reparacién por reasociaciéon de extremos no homologos (NHEJ) (sub-
via dependiente de DNAPKCcs). Se muestran las principales actividades enzimaticas involucradas

en este mecanismo. Extraida de Mladenov e lliakis (2011b).

1.2.1.3- Reparacion del daiio mediado por inhibidores de la Topoisomerasa Il (Topoll)
A pesar de la importancia bioldgica y clinica del dafio inducido por los inhibidores de la Topoll,
como el etopdsido, aun no han sido comprendidos en su totalidad los mecanismos moleculares
mediante los que ocurre su reparaciéon. Para que las RDCs generadas por la inhibicién de Topoll
puedan ser reparadas, primeramente los complejos covalentes Topoll-ADN deben ser

reconocidos como dafio en el ADN. Esto ocurriria como consecuencia del bloqueo de la
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replicacién y la transcripcidon generada por la unién covalente entre la Topoll y el ADN (Nitiss
2009).

Una vez que los complejos son reconocidos como dafio, la Topoll unida al ADN debe ser
removida. Para ello se han planteado dos mecanismos posibles. Por un lado, se podria escindir
la lesion por digestion nucleolitica del ADN que forma parte del aducto ADN-proteina. Mediante
estudios en levaduras se ha demostrado que este mecanismo actua en la remocion de complejos
covalentes formados por la Topol con participacién de la tirosil ADN fosfodiesterasa | (Pouliot et
al. 1999; Liu et al. 2004). A su vez, existen evidencias de este mecanismo en el caso de Topoll
en levaduras de fision (Hartsuiker et al. 2009).

El otro mecanismo planteado implica la degradacion proteolitica de la Topoll unida al ADN como
primer paso en el procesamiento del dafo. En este sentido, se ha constatado que los complejos
covalentes estabilizados por los inhibidores de Topoll, ya sea formados por la Topolla como por
la Topo I3, son degradados proteoliticamente por la via ubiquitina/proteasoma. A su vez, la tirosil
ADN fosfodiesterasa Il hidroliza las uniones fosfodiéster 5°-tirosina convirtiéndolas en extremos
5°-fosfato libres pasibles de ser unidos con el resto de la cadena de ADN (Cortés-Ledesma et al.
2009; Gao et al. 2014).

Esta degradacion dejaria expuestas las RDCs generadas en el ADN, las que podrian ser
detectadas por los complejos sensores e iniciarse la respuesta al dafio en el ADN (Adachi et al.
2003; Zhang et al. 2006). Se ha observado que la protedlisis de la Topoll es bloqueada tanto por
inhibidores del proteasoma como de la transcripcién, aunque no por afidicolina (inhibidor de la
replicacioén), por lo tanto es dependiente solo de la transcripcion. Sin embargo, ninguno de estos
tres inhibidores suprimié totalmente la sefalizacién del dafio inducido en el ADN ni afectd
sustancialmente la induccidon de p53. Es decir que no surpimieron el desencadenamiento de la
respuesta al dafio en el ADN (Fan et al. 2008).

Por lo tanto, existen al menos dos vias diferentes involucradas en el procesamiento del dafio
inducido por los inhibidores de Topoll: una dependiente de la transcripcidén, en la que el
procesamiento es iniciado por la protedlisis de la Topoll que integra el complejo covalente; y otra

dependiente de la replicacién, independiente del proteasoma (Fan et al. 2008).

Una vez que las RDCs se encuentran libres de proteinas son reparadas por la/s via/s de
reparacién apropiadas. NHEJ seria la via principal involucrada y a su vez participaria en las
translocaciones oncongénicas generadas por drogas como el etopdsido causantes de
malignidades secundarias (Ayene et al. 2005; Malik et al. 2006; Kantidze y Razin 2007). El rol de
Ku en la respuesta celular a inhibidores de la Topoll ha sido demostrado empleando cepas
deficientes en la reparacion de RDCs por mutacion de Ku, las que son hipersensibles a
etoposido. Sin embargo la deficiencia en DNA-PKcs no seria limitante para la reparacion de este

tipo de lesiones (Ayene et al. 2005).
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El mecanismo de reparacion HR también participaria en el procesamiento de las RDCs
generadas por inhibidores de Topoll, aunque resta por determinar aun su importancia en la

reparacion de este tipo de lesiones (Powell y Kachbic 2008; Treszezamsky et al. 2007).

1.3- Cambios epigenéticos en la respuesta celular al daiio en el ADN

1.3.1- Estructura de la cromatina

En las células eucariotas, la deteccion, sefalizacion y respuesta al dafio en el ADN ocurren en
el contexto de la cromatina, la cual es una estructura altamente compacta. El nucleosoma
constituye su unidad fundamental, estando compuesto por un tramo de 147 pares de bases de
ADN que realiza casi dos giros completos alrededor de un octamero de histonas integrado por
las histonas H2A, H2B, H3 y H4 (Wolffe 1998) (Figura 9).

Las histonas son proteinas basicas con predominio de lisinas y argininas, que presentan alta
afinidad por el ADN y permiten su plegamiento. Las cuatro histonas que forman el octamero
contienen un dominio globular carboxi-terminal (C-terminal) compuesto por tres a-hélices
conectadas por dos “loops”, lo que permite interacciones heterodiméricas entre ellas (Arents et
al. 1995), y un extremo amino-terminal (N-terminal) flexible o cola que sobresale de la estructura
del nucleosoma y que contiene la mayoria de los residuos de lisina. El extremo N-terminal podria
estar involucrado en interacciones internucleosémicas y puede ser objeto de diversas
modificaciones post-traduccionales (Peterson y Laniel 2004; Marifio-Ramirez et al. 2005). El
dominio C-terminal contacta con otras histonas del nucleosoma y con el esqueleto fosfodiéster
del ADN a través de tres a seis puentes de hidrogeno (Davey el al. 2002). La falta de contactos
especificos entre las histonas del octamero y las bases del ADN explica como los nucleosomas
pueden empaquetar al ADN de manera independiente de la secuencia (Luger et al. 1997).
Mediante calculos de potencial electrostatico de la superficie del nucleo del nucleosoma se
observd la existencia de regiones cargadas positivamente en las colas de las histonas y a lo largo
de la superficie del octamero que contacta con el ADN de forma inespecifica, mientras que la
superficie interna del nucleo del nucleosoma resultdé cargada negativamente (Marifio-Ramirez et
al. 2005).
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H3R52-53

Figura 9 — Cada cadena aminoacidica correspondiente a las diferentes histonas se representa con un
color diferente. En azul se representa a la histona H3, en gris H4 y en naranja y amarillo a las
histonas H2A y H2B respectivamente. En rojo se representa al ADN rodeando al octamero de
histonas. Se puede observar el dominio C-terminal integrado por a-helices y las colas N-
terminales sobresaliendo del nucleosoma por fuera de la superficie del ADN. (Protein Data

Bank accession code 1KX5). Extraido de Marifio-Ramirez et al. 2005.

Estudios de la estructura cristalogréafica del nucleosoma a una resolucion de 2.8 A revelaron que
las unidades H3 y H4 forman un tetramero, al que se unen dos dimeros integrados por H2A y
H2B. El tetramero representa el diametro del octamero (11 nm) y los dos dimeros se unen a
ambos lados del mismo. El ADN existente entre nucleosomas adyacentes (ADN espaciador) es
de longitud variable (de 10 a 80 pares de bases), formando una estructura que se asemeja a un
collar de cuentas que representa el primer nivel de compactacion del ADN en el nucleo (Luger et
al. 1997; Marifio-Ramirez et al. 2005). Esta estructura se pliega sobre si misma en niveles de
organizacién de mayor compactacion, estabilizada por la histona H1 (Felsenfeld y Groudine
2003; Liy Zhu 2015).

1.3.2- Remodelacion de la cromatina
La cromatina cumple diversas funciones, ademas de compactar y proteger al ADN contribuye a
preservar la informacién genética y regular la expresion génica (Loizou et al. 2006). Es por tanto
una estructura altamente dindmica que varia localmente su grado de empaquetamiento durante
el ciclo celular en los procesos de replicacion, transcripcion, recombinacion y reparacion del ADN.
La organizacion de la cromatina puede ser modificada por mecanismos como la remodelacién
dependiente de ATP, la incorporacion de variantes de histonas y las modificaciones
postraduccionales de las histonas (PTMs), las que forman parte de los mecanismos

denominados epigenéticos.

Los remodeladores dependientes de ATP consisten en grandes complejos multiproteicos que
alteran el posicionamiento de los nucleosomas mediante la hidrolisis de ATP conduciendo al
reemplazo, reposicionamiento y en algunos casos la remocion de nucleosomas de la cromatina

(Tsukiyama 2002; Saha et al. 2006). Dependiendo de sus subunidades cataliticas, las que

22



pertenecen a la superfamilia de ATPasas SWI2/SNF2, pueden ser divididas en cuatro clases:
SWI/SNF, ISWI, CHD e INO80 (Van Attikum y Gasser 2009). El complejo SWI/SNF ha sido
relacionado con la regulacion de promotores especificos participando en el control de la
expresién genica. En general, los complejos de remodelacion dependientes de ATP serian
utilizados en primera instancia para modificar la estructura de la cromatina y posteriormente
participarian otros procesos como la acetilacion o deacetilacion para fijar dicha estructura en un

estado activo o reprimido (Peterson y Workman, 2000).

A su vez, la composicion de los nucleosomas puede ser alterada mediante la incorporacion de
variantes de histonas con funciones especializadas (Kamakaka y Biggins, 2005; Bassett et al.
2009; Venkatesh y Workman 2015). Estas histonas no se sintetizan en la fase S del ciclo celular
y se incorporan a la cromatina de forma independiente a la replicacion del ADN. La histona H2A
es la que presenta un mayor numero de variantes, entre ellas H2A X, H2A.Z y MacroH2A. Estas
dos ultimas se han encontrado asociadas a represion transcripcional (Costanzi y Pehrson 1998;
Rangasamy et al. 2003), mientras que la histona H2A.X esta involucrada en la respuesta al dafio
en el ADN (Rogaku et al. 1999). La histona H3 presenta dos variantes principales, la H3.3 que
se localiza en las regiones transcripcionalmente activas (Ahmad y Henikoff 2002), y la variante
centromérica CENP-A en mamiferos, necesaria para una correcta segregacion cromosomica
(Folco et al. 2008). La incorporacion en forma combinada en los nucleosomas de estas variantes
de las histonas H3 y H2A provee multiples posibilidades para generar dominios de cromatina con

diferentes propiedades (Hassa y Hottiger 2005).

Finalmente, las modificaciones postraduccionales de las histonas (PTMs) constituyen
modificaciones covalentes reversibles en los residuos aminoacidicos e incluyen a la fosforilacién
de serinas y treoninas; acetilacion de lisinas; metilacion de lisinas y argininas; biotinilacion,
ubiquitinacion y sumoylacion de lisinas; y poli-ADP-ribosilacion en residuos de arginina y
glutamato (Fischle et al. 2003; Hassa y Hottiger 2005). Estas modificaciones ocurren
fundamentalmente en los extremos amino terminales (N-terminales) de las histonas aunque
también se han observado modificaciones en sus dominios C-terminales globulares (Ng et al.
2002; Zhang 2003; Mersfelder y Parthun 2006).

Las diferentes PTMs modulan la estructura de la cromatina, influyendo en su estado de
compactacion alterando las estructuras de orden superior (Zheng y Hayes 2003), y aumentando
la movilidad de los nucleosomas por medio de cambios en la interaccion de las histonas del
octamero y el ADN (Cosgrove et al. 2004; Marifio-Ramirez et al. 2005). De esta manera,
determinan la transicién entre estados de la cromatina transcripcionalmente activos e inactivos,
otorgando asi un nivel superior de regulacion de la expresion génica y posibilitando los procesos
de replicacién, recombinacion y reparacion del ADN (Turner 1998; Strahl y Allis, 2000). Tal como
se detallara mas adelante en este capiutlo, las PTMs son reguladas dinamicamente en respuesta

al dafo en el ADN tanto a nivel local en los sitios dafiados, como a nivel global (Gong et al. 2016).
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La importancia de los diferentes procesos de modificacion y remodelacion de la cromatina ha
sido demostrada por su influencia durante el desarrollo y por el hecho de que su incorrecta
regulacion puede conducir a enfermedades humanas como el cancer (Zhang y Dent 2005; Loizou
et al. 2006; Lafon-Hughes et al. 2008). En este sentido, los cambios epigenéticos han cobrado
gran importancia como los eventos clave en la patogénesis de varios tipos de cancer (Purrucker
y Mahlknecht 2010).

Se ha determinado la existencia de un “cédigo de histonas” en la regulacién de la expresion
geénica, donde diferentes PTMs permiten el reclutamiento de diferentes factores asociados a la
cromatina (Strahl y Allis, 2000; Esteller y Almouzni 2005; Turner 2005). En este sentido, se ha
descrito la unién especifica de determinadas proteinas, entre ellas factores de transcripcion, a
lisinas acetiladas mediante dominios de unién especificos denominados bromodominios. La
unién a lisinas o argininas metiladas ocurre mediante cromodominios, dominios Tudor, PHD
(Plant Homeo Domain) y MBT (Malignant brain tumor) (Jenuwein y Allis 2001; Legube y Trouche
2003, Lans et al. 2012), mientras que la unién a histonas fosforiladas es realizada por medio de

dominios de la familia de proteinas 14-3-3 (Kouzarides 2007).

De manera analoga a la transcripcidn génica, en la respuesta al dafio en el ADN (DDR) el codigo
epigenético también posee un rol regulatorio (Hassa y Hottiger 2005; Loizou et al. 2006;
Karagiannis y EI-Osta 2007), requiriéndose la modificacién de la estructura de la cromatina ya
sea para el reconocimiento inicial de las lesiones, asi como para el reclutamiento de los factores
de reparacion (Karagiannis y EI-Osta 2007). Las diferentes PTMs pueden influir tanto durante la
sefalizacién del dafo, asi como en la apertura o la restauracién de la estructura cromatinica a
su estado original luego de concluida la reparacion (Hunt el al. 2013). Se ha demostrado que las
diferentes PTMs poseen un rol primordial en la DDR facilitando el acceso de las proteinas de
reparacion a los sitios dafados y sirviendo como una plataforma de interaccion para ellas
(Escargueil et al. 2008; Pandita y Richardson 2009; Méndez-Acufa et al. 2010; Gong et al. 2016).

Por otra parte, al igual que para la regulacién transcripcional, en la DDR se ha propuesto que la
accién concertada de enzimas modificadoras de histonas, como HATs y HDACs, complejos
remodeladores dependientes de ATP y variantes de histonas, colectivamente regularia la
estructura de la cromatina para inducir las vias de HR y NHEJ (Soria et al. 2012). Existiria un
acoplamiento funcional entre enzimas remodeladoras dependientes de ATP y modificadoras de
histonas, aunque habrian diferencias en la accién de ambos tipos de complejos en el control
transcripcional y en la reparacién del ADN (Peterson y C6té 2004; Bassal y EI-Osta 2005). Los
complejos remodeladores dependientes de ATP participarian en la DDR aumentando la
accesibilidad a la cromatina mediante la remocion o el intercambio de histonas por sus variantes
en la vecindad de los sitios danados (Corpet y Almouzni 2009). A su vez, la incorporacion de
variantes de histonas participaria en la reversion de la PTMs permitiendo la restauracién de la
conformacion de la cromatina una vez que la reparacion del dafo ha finalizado (Polo y Almouzni
2007).
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En la Figura 10 se presentan los residuos especificos de las histonas que son modificados
postraduccionalmente durante la respuesta a la induccion de RDCs. Ademas de las PTMs que
ocurren luego de inducido el dafio en el ADN, el estado inicial de las modificaciones de histonas
pre-existente a la generacion del dano también pueden influir en la DDR. Por ejemplo, proteinas
como 53BP1 requieren la presencia de metilacién en determinadas lisinas de las histonas H3 y
H4 (H3K79me y H4K20me respectivamente) y la acetilacién de H3 en la lisina 56 (H3K56ac) para
asociarse a los sitios dafiados (Huyen et al. 2004; Botuyan et al. 2006; Das et al 2009). Estas
tres modificaciones de histonas se encuentran normalmente presentes en la cromatina y no
cambian en respuesta al dafo en el ADN. H3K79 estaria metilada de forma constitutiva y
resultaria expuesta debido a los cambios en la conformacion de la cromatina luego de inducidas

las RDCs, lo que permitiria el reclutamiento de 53BP1 (Huyen et al. 2004).

En la seccién siguiente se profundiza en dos de las PTMs mas estudiadas en relacion a los
mecanismos de reparacion de RDCs, asi como en la via de reparacién NER en respuesta al
dafio inducido por UVC.
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Figura 10 — Principales modificaciones postraduccionales de las histonas en residuos especificos
asociadas a la respuesta al dafo en el ADN y la reparacion de rupturas de doble cadena.
Extraido de Hunt et al. (2013).

1.3.3- Fosforilacion de histonas

1.3.3.1- Fosforilacion de histonas en la reparacion de rupturas de doble cadena
La primera PTM que se descubri6 asociada especificamente a las RDCs es la fosforilacién de la
variante H2A.X denominada yH2AX, que representa de 10 a 15% de la histona H2A en mamiferos
(Rogakou et al. 1999; Fernandez-Capetillo et al. 2004b). Luego de la induccion de RDCs, esta
histona es fosforilada rapidamente en la serina 139 de su extremo carboxi-terminal alcanzando
su maximo nivel a los 30 minutos aproximadamente luego de generadas las RDCs (Rogakou et

al. 1998). Su fosforilacidon ocurre por un mecanismo dependiente de la accion de miembros de la
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familia de quinasas PI3K, como ATM, ATR y DNA-PKcs (Burma et al. 2001; Ward y Chen 2001;
Stiff et al. 2004). ATM es reclutada a los sitios de RDCs y activada por el complejo MRN por
medio de una interaccion entre el extremo C-terminal de uno de sus miembros (NBS1) y ATM
(Lavin 2007). Esta fosforilacion se extiende a megabases de distancia del sitio dafiado y es
requerida para la retencion y acumulacion de proteinas de reparacion en este sitio (Thiriet y
Hayes 2005; Loizou et al. 2006). Posiblemente esto ocurra por medio de interacciones entre el
sector de la histona fosforilada y dominios especificos de factores de sefializaciéon de la
reparacion (Celeste et al. 2003) (Figura 11). Se ha constatado que se requiere a yH2AX para la
posterior amplificacion de la sefal de dafno (Stucki y Jackson 2004). Esta histona fosforilada
recluta a la proteina mediadora MDC1 (mediator of DNA damage checkpoint 1) (Stucki et al.
2005), la que a su vez induce el reclutamiento de 53BP1 (p53-binding protein 1) en la vecindad
de las RDCs por medio de la ubiquitinacion de la histona H2A. Tanto MDC1 como 53BP1
interactuan con MRN, resultando en una mayor acumulacién de ATM en los sitios dafiados
(Goodarzi et al. 2010), generando un loop de retroalimentacion que conduce a una mayor
fosforilacion de H2AX (Kinner et al. 2008) (Figura 11).
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Figura 11 — Modelo para la fosforilacion de la histona H2AX regulada por MDC1: El complejo MRN
(MRE11-RAD50-NBS1) se une a los extremos del ADN en los sitios dafados y recluta a ATM
la que fosforila la H2AX proximal. Luego la proteina mediadora MDC1 se une a H2AX

fosforilada y recluta mas MRN-ATM. El nuevo pool de ATM fosforila H2AX distales del sitio
de RDC, contribuyendo a la extencion de yH2AX a regiones mas distales. Extraida de Westy
van Attikum (2006).

El recuento de sitios con H2AX fosforilada (foci yH2AX) ha sido descrito como un ensayo capaz
de cuantificiar las RDCs inducidas en el ADN (Rogakou et al. 1998). Como se detalla mas
adelante en las secciones 5.7 y 6.5.1.2 , en este trabajo se emplearon anticuerpos anti-yH2AX
con fluorocromos asociados para la cuantificacion de focos de yYH2AX mediante microscopia de

fluorescencia.
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Otros eventos que se han observado luego de la induccion de RDCs son la fosforilacion de la
histona H2B en la serina 14 (H2BS14) (Fernandez-Capetillo et al. 2004a) y la fosforilacion por
DNA-PKcs de la histona H1. Esta ultima se ha constatado que es requerida para una reparacién
eficiente por el sistema NHEJ (Loizou et al. 2006).

La fosforilacion de la serina 1 ubicada en el extremo amino-terminal de la histona H4 (H4S1)
también se ha visto implicada en la respuesta a RDCs y seria importante en la via de reparacion
NHEJ (Cheung et al. 2005; Utley et al. 2005). Utley et al. (2005) sugirieron que dicha fosforilacién
ocurriria después de la desacetilacion de la histona H4 y que estas modificaciones
postraduccionales podrian regular la restauracion de la estructura de la cromatina luego de

ocurrida la reparacion.

Se han identificado dos fosfatasas responsables de la desfosforilacion de las histonas
H2A/H2AX. En levaduras se describid a la fosfatasa Pph3 (Keogh et al. 2006) y en células de
mamiferos a PP2A (Chowdhury et al. 2005). Sin embargo, se ha observado que la disminucion
de YH2AX en los sitios dafiados es independiente de Pph3, lo que sugiridé que la desfosforilacion
de yH2AX ocurriria luego de ser reemplazada por la histona H2A en la cromatina (Keogh et al.
2006). Dado que cepas mutantes en Pph3 resultaron defectuosas en la recuperacion del
checkpoint G2/M, se ha propuesto que la remocién de la marca de fosforilacién seria necesaria

para disminuir la sefial de dafo en el ADN (Loizou et al. 2006).

1.3.3.2- Fosforilacion de histonas en la via de reparacion NER

A pesar de que no existen evidencias sobre la activacidn de las quinasas de la familia PI3K por
las lesiones reparadas por el sistema NER, se ha constatado que cuando la horquilla de
replicaciéon se detiene en los sitios dafiados se crean rupturas de simple cadena (RSCs), éstas
pueden ser cubiertas por RPA/ATRIP y asi activar la actividad quinasa de ATR (Martinez-Lépez
et al. 2013). En este sentido, se ha observado que luego de la irradiacion UV varias histonas son
fosforiladas, entre ellas la histona H2AX formando yH2AX (Hanasoge y Ljungman 2007) y la
histona H2A en las serinas 2, 18 y 122 (Moore et al. 2006). A su vez, durante el NER dos residuos
aminoacidicos de la histona H3: S10 y T11 son blanco de fosforilacién diferencial. Ambos son
defosforilados por la irradiacion UV y re-fosforilados luego de que el dafo ha sido reparado. La
hipofosforilacion de la histona H3 en los residuos aminoacidicos H3S10 y H3T11 esta asociada
con represion transcripcional, por lo que esta modificacion podria ser uno de los mecanismos
que la célula emplea para inhibir la transcripcion en los sitios dafiados por UVC (Dinant et al.
2008).
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1.3.4- Acetilacion de histonas

Junto con la fosforilacion, la acetilacion es la modificacion postraduccional de histonas mejor
caracterizada. Esta modificacion covalente implica la adicion de un grupo acetilo (-COCH3) a los
grupos g-amino de un residuo de lisina en histonas y proteinas no histonicas. La acetilacion es
catalizada por acetil-transferasas de histonas (HATs) (Verdin y Ott 2015; Lee y Workman 2007),
mientras que la remocion del grupo acetilo es realizada por desacetilasas de histonas (HDACs)
(Yang y Seto 2008) (Figura 12 a). Los niveles de acetilacion son regulados por el balance entre
las actividades de HATs y HDACs (Gong y Miller 2013).
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Figura 12- a) Representacion esquematica de la acetilacion y desacetilacion de los extremos N-terminales
en los residuos de lisina de las histonas que forman el nucleosoma catalizadas por acetil-
transferasas (HATs) y desacetilasas de histonas (HDACs) respectivamente. b) Las lisinas
acetiladas son reconocidas por proteinas que contienen bromodominios (BRD) y otros
dominios de union a lisinas acetiladas. Extraida de Gong et al. 2016.

En el nucleosoma, las histonas del octdmero pueden ser acetiladas en multiples residuos de
lisina. En la mayoria de las especies los principales residuos donde se produce acetilacién en la
histona H3 son las lisinas 9 ,14, 18, 23 y 56 y en la histona H4 las lisinas 5, 8, 12 y 16 (Davie
2003) (Figura 10). Una de las funciones principales de la acetilacion es la regulacion de la
estructura de la cromatina. Esta modificacion interfiere en el plegamiento de la cromatina
conduciendo a su descompactacion (Hebbes et al. 1994; Garcia-Ramirez et al. 1995; Wang et
al. 2001), mientras que la desacetilacién resulta en su compactacion (Kornberg y Lorch 1999).
Esto ocurre a causa de su efecto en las interacciones de las histonas con el ADN y/o con otras
proteinas, ya que neutraliza las cargas positivas de los residuos de lisina y disminuye la afinidad
entre las histonas y el ADN, lo que conduce a una estructura mas laxa (Jeppesen 1997; Davie
2003; Legube y Trouche 2003). A su vez, la acetilacién de los extremos N-terminales de las
histonas afectaria las interacciones internucleosémicas induciendo cambios en las estructuras

cromatinicas de orden superior (Zheng y Hayes 2003; Marifio-Ramirez et al. 2005).).

La importancia de la sefalizacién por medio de la acetilacion ha sido bien establecida en muchos
procesos celulares, tal como la regulacién de la expresién génica. Mientras que la acetilacién
induce la activaciéon transcripcional, la desacetilacién ejerce el efecto opuesto (Davie 2003;

Shahbazian y Grunstein 2007). La acetilacion de la histona H4 en la lisina 14 (H4K14ac) es la
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que aparece con mayor frecuencia en la cromatina activa transcripcionalmente, estando
implicada en la regulacién de la topologia del ADN y en la inhibicion de la fibra de 30 nm, asociada
por tanto a una estructura cromatinica mas laxa (Shogren-Knaak et al. 2006). Al ser reclutadas
las HATs hacia un promotor génico aumentan localmente el nivel de histonas acetiladas e
inducen su actividad transcripcional (Davie 2003). Se ha observado que no es necesario que los
nucleosomas sean acetilados en su totalidad para impedir la compactacion de la cromatina. Tse
et al. (1998) demostraron que la acetilacién del 46% del maximo de sitios es suficiente para inhibir

el nivel de plegamiento superior de la cromatina e inducir la transcripcion.

Por otra parte, se ha constatado que las proteinas acetiladas pueden ser reconocidas por
proteinas con dominios de union a lisinas acetiladas, principalmente bromodominios (BRD),
aunque existen otros dominios con capacidad de wunirse a estas modificaciones
postraduccionales (Musselman et al. 2012; Filippakopoulos et al. 2012; Li et al. 2014) (Figura 12
B). Se ha propuesto que el reclutamiento de otras proteinas que interactian con los sitios

acetilados también podria controlar el grado de condensacion de la cromatina (Bottomley 2004).

Al igual que en la transcripcion, la acetilaciéon de histonas tiene un rol fundamental en la
regulacion de la respuesta celular al dafio en el ADN (DDR). Tanto la acetilacion de histonas del
nucleosoma como de las variantes de histonas en diversos sitios, se han visto involucradas en

la reparacion del dafio inducido en el ADN (Méndez-Acuina et al. 2010).

1.3.4.1- Acetiltransferasas de histonas (HATs)
Las HATSs son las enzimas responsables de transferir un grupo acetilo de la acetil coenzima A a
ciertas lisinas que componen tanto proteinas histénicas como no histonicas (Figura 12 a). De
acuerdo a su estructura y homologia de secuencia se clasifican en 3 familias: GNAT, que incluye
GCN5 y PCAF; CBP/P300; y MYST, que incluye a Tip60 (Farria et al. 2015).

Luego de la induccién de dafio en el ADN se ha observado la acetilacion de lisinas de diferentes
histonas que participarian en la DDR. La HAT Tip60 se encuentra involucrada en la reparacién
de RDCs desde los eventos de sefializacion del dafio tempranos hasta la eleccion de la via de
reparaciéon a ser empleada. Por un lado, Tip60 acetila a ATM aumentando su actividad y por otro
lado acetila a las histonas H2AX, H3 y H4. En la histona H4 acetila a la lisina 16 (H4K16ac) lo
que promueve la via de reparacion HR. Sin embargo, la desacetilacion de este mismo sitio

promueve la reparacion via NHEJ (Gong y Miller 2013).

En la variante H2AX se constato la acetilacion de la lisina 5 (H2AX K5ac) por parte de Tip60, y
de la lisina 36 (H2AX K36ac) por CBP/p300 (lkura et al. 2007; Xie et al. 2010). Otra HAT
denominada MOF, integrante de la familia MYST, regula los niveles globales de H4K16ac. Las
células deficientes en MOF presentan fallas en el reclutamiento de los factores de la DDR y una
capacidad de reparacion de RDCs reducida tanto por la via HR como NHEJ (Sharma et al. 2010;
Gong et al. 2016).
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En la histona H3 luego de la induccién de RDCs los niveles globales de H3K9ac, H3K56ac y
H3K14ac son regulados por la DDR (Tjeertes et al. 2009; Miller et al. 2010). Estas acetilaciones
son dependientes de la HAT GCN5 y reclutan a su vez complejos remodeladores dependientes
de ATP (Gong y Miller 2013).

Enla Tabla 1 se presentan los diferentes sitios de acetilacion y las HATs involucradas en la DDR

en células de mamiferos.

Histone acetylation sites and enzymes involved in the DDR in mammalian cells.

Name Localization DDR histone sites DDR pathways Recruitment

Mammalian histone acetyltransferases (HATS)

KAT1 HAT1 N,C n.d. DDR [80] n.d.

KAT2A GCN5 N H3K9/K14/K18/K23/56 DDR [37,62]; NER [36] UV [36]
[36,37,62]; H4K16 [36]

KAT2B PCAF N H3K9, H3K14 [81] DDR [81] n.d.

KAT3A CBP N H3K56 [60]; H3K18, NHE] [52]; NER [82] Laser damage [52]
H4K5/K8/K12/K16
[52]; H2AXK36 [42]

KAT3B p300 N H3K56 [37,60,83]; NHE] [52]; DDR [84,85]; NER [82] Laser damage [52]; "
H3K18,
H4K5/K8/K12/K16
[52]; H2AXK36 [42]

KAT4 TAF1 N n.d. DDR [87]

KAT5 TIP60 N H2AXK5 [28]; H4K16 HR [48,56,57]; DDR [45,38] IR [88]; R.E. [48,56]
[56,57]

KATS MOF N HA4K16[46,53,89] DDR[46,53]; NHEJ & HR [89] n.d.

KAT13D CLOCK N, C n.d. DDR [90] Laser damage [90]

Other HATs: MOZ (KAT6A), MORF (KAT6B), HBO1 (KAT7), ELP3 (KAT9), TFIIIC90 (KAT12), SRC1 (KAT13A), ACTR (KAT13B), p160 (KAT13C)

Tabla 1 — Acetil-transferasas de histonas (HATSs) involucradas en la respuesta celular al dafio en el ADN
(DDR) en células de mamiferos. Para cada enzima se presentan las lisinas especificas que
acetilan, la via de la DDR en la que se encuentra implicada y su localizacion celular. Debajo de
la tabla se presentan las HATs que no se han observado involucradas en la DDR. Abreviaturas:
N:nuclear; C:citoplasmatica; n.d: no determinado; NER: reparacién por escisidon de nucleétidos;
NHEJ: reparacién por union de extremos no homodlogos; HR: reparacién por recombinacion
homéloga; UV: radiacion ultravioleta; IR: radiacién ionizante; RE: enzima de restriccion. Extraida
de Gong y Miller 2013.

1.3.4.2- Desacetilasas de histonas (HDACs)
Hasta el momento se han identificado 18 HDACs en mamiferos, las que se han dividido en cuatro
clases de acuerdo a su homologia con las HDACs de levaduras. Las clases |, Il y IV, también
llamadas HDACs clasicas, comparten homologia en sus secuencias y se diferencian de las de
clase lll (Sirtuinas) en sus mecanismos cataliticos. Mientras que las primeras requieren para su

actividad la presencia de Zn*?, las Sirtuinas necesitan NAD* como cofactor (Witt et al. 2009).

Las HDACs de clase | comprenden a las HDAC-1, -2, -3, y -8, son nucleares, se expresan en
forma ubicua en todas las células y poseen un rol importante en la regulacion de la proliferacion
celular. Las HDACs 1 a 3 tienen una participacién importante en la represion transcripcional,

mientras que esta actividad no se ha constatado en el caso de HDACS.
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Las HDACs de clase Il estan subdivididas en dos clases segun la homologia en su secuencia y
su organizacion en dominios: lIA y 1IB. Las HDACs de clase IlA incluyen a las enzimas HDAC-4,
-5, -7 y -9y las de clase 1IB a la HDAC6 y HDAC10. Esta clase de HDACs se diferencia de la
clase | en los tejidos en que son expresadas, sus localizaciones subcelulares y sus roles
biolégicos. Son expresadas en tipos celulares especificos y estan estrechamente ligadas a
procesos de diferenciacion celular, localizandose mayoritariamente en el citoplasma pero se
pueden volver nucleares luego de diversos estimulos. En el caso de las HDACs de clase 1B,
HDACSG tiene como blanco la tubulina (Haggarty et al. 2003), mientras que se conoce poco aun
sobre la funcién de HDAC10.

Las HDACs de clase Ill conforman la familia de las Sirtuinas, denominada asi por su homologia
con SIR2 de levaduras. Esta clase comprende a SIRT-1 a 7, donde SIRT1, 6 y 7 son nucleares,

SIRT2 es principalmente citoplasmatica y SIRT-3 a 5 son mitocondriales.

La clase IV esta conformada unicamente por la HDAC11, la cual es expresada principalmente

en el nucleo en tipos celulares especificos.

En general, la actividad HDAC se encuentra asociada a cromatina condensada y
transcripcionalmente inactiva. Como se comentd anteriormente, las HDACs, al retirar los grupos
acetilo de las lisinas, producirian un aumento en las interacciones i6nicas de las histonas
cargadas positivamente y el ADN cargado negativamente, volviendo a la cromatina mas

compacta lo que dificultaria el acceso al ADN de los factores y maquinaria de transcripcion.

Por otra parte, las HDACs tienen una participacion importante en la DDR. En particular, HDAC1
y HDAC2 poseen un rol significativo en la via de reparacion de RDCs NHEJ mediante la
desacetilacién de lisinas especificas de las histonas, como por ejemplo H3K56ac y H4K16ac
(Tjeertes et al. 2009;. Miller et al. 2010). En la Tabla 2 se presentan los diferentes sitios de

desacetilaciéon y las HDACs involucradas en la DDR en células de mamiferos.

Ademas de esta funcién epigenética, se ha reconocido que ciertas HDACs también poseen una
importante funcién en el citoplasma controlando el estado de acetilacion y funciéon de numerosas
proteinas y factores de transcripcion (Yang y Seto 2008; Witt et al. 2009). A su vez, pueden
ejercer su actividad catalitica sobre sustratos no histénicos implicados en funciones de
homeostasis, diferenciacion y apoptosis, siendo enzimas clave en la regulacion del ciclo celular
(Minucci y Pelicci 2006). En la Tabla 3 se resumen algunos de los sustratos no histénicos sobre

los que las HDACs tienen efecto.
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Mammalian histone deacetylases (HDACs)

Class1 HDAC1
HDAC2

HDAC3

Class 1l HDAC4
HDAC9

HDAC10
Class 111 SIRT1

SIRT2
SIRT6

N
N
N

N,C

C

DDR [41,60,94,95]; HR [66]

N

H3K56, H4K16 [54] NHE] [54]
H3K56, HAK16 [54] NHE] [54]
H3K9/K14, H4K5/K12 DDR [65]
65]

nd. DDR [91,92]
nd. HR[93]
nd. HR [93]
H1K26 [66], H2AXKS

[41], H3K56 [60],

H4K16 [94]

H3K56 [60] DDR [60]
H3K9 [61]

NHE] [61]; HR [96]; BER [97]
Other HDACs: HDACS (Class I); HDAC5, HDAC6, HDAC7 (Class I1); SIRT3, SIRT4, SIRTS, SIRT7 (Class I1I); HADC11 (Class IV)

Laser damage [54]
Laser damage [54]
nd.

IR[91]
n.d.
n.d.

RE.[66,94]

nd.
Laser damage [96]; RE

Tabla 2 — Desacetilasas de histonas (HDACs) involucradas en la respuesta celular al dafio en el ADN

(DDR) en células de mamiferos. Para cada enzima se presentan las lisinas especificas que

desacetilan, la via de la DDR en la que se encuentra implicada y su localizacion celular. Debajo

de la tabla se presentan las HDACs que no se han observado involucradas en la DDR.

Abreviaturas: N:nuclear; C:citoplasmatica; n.d: no determinado; VER: reparacién por escision

de nucledtidos; NHEJ: reparacion por union de extremos no homologos; HR: reparacion por

recombinacion homoéloga; IR: radiacién ionizante; RE: enzima de restriccion. Extraida de Gong

y Miller 2013.

Protein Intracellular Function HDAC implicated
Acetylation increases RUNX3 Tumor suppressor HDAC1, 5
protein stability P53 Tumor suppressor HDAC1

c-Myc Oncoprotein Not determined

AR Nuclear receptor HDAC1

Smad7 Signal transducer HDAC1
Acetylation decreases HIF-1a Transcription factor Not determined
protein stability
Acetylation promotes STAT3 Signal transducer HDAC1, 2,3
protein-protein interac- AR Nuclear receptor HDAC1
tion
Acetylation disrupts pro- NFkB Transcription factor Not determined
tein-protein interaction Ku70 DNA repair protein Not determined

HSP70 Chaperone HDAC6
Acetylation increases P53 Tumor suppressor Not determined
DNA binding affinity STAT3 Signal transducer HDAC1, 2,3

E2F1 Transcription factor HDAC1

MyoD Transcription factor Not determined
Acetylation increases RUNX3 Tumor suppressor HDAC1, 5
transcriptional activation P53 Tumor suppressor Not determined

AR Nuclear receptor HDAC1

E2F1 Transcription factor HDAC1

MyoD Transcription factor Not determined

Tabla 3 - Sustratos no histonicos de las desacetilases de histonas (HDACs). Extraia de Kim y Bae (2011).
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1.3.5- Inhibidores de desacetilasas de histonas (HDACi)
Los inhibidores de HDACs (HDACI) actuan impidiendo la remocion de los grupos acetilo por parte
de las HDACs, lo que conduce al aumento en los niveles de acetilacion y a la activacion
transcripcional (Marks et al. 2001). Existen muchos HDACi naturales y sintéticos, los que pueden
ser subdivididos en cinco clases de acuerdo a su estructura: i) hidroxamatos (acidos
hidroxamicos), ii) péptidos ciclicos, iii) acidos grasos de cadena corta, iv) benzamidas y v)
quetonas electrofilicas. Algunos de ellos pueden actuar en forma especifica contra algunas
HDACs (inhibidores selectivos de isoformas), mientras que otros son de amplio espectro,
actuando contra todos los tipos de HDACs (Li et al 2016). En la Tabla 4 se presentan ejemplos

de las primeras cuatro clases de HDACi mencionadas y la especificidad de cada uno de ellas.

(lass of inhibitor HDACs inhibited Inhibitor name Abbreviation/other names
Hydroxamates Class 1L, IV Suberoylanilide hydroxamic acid SAHA/Vorinostat/Zolinza
PXD101 Belinostat
Trichostatin A TSA
Short-chain fatty acids Class1,1: 459 Sodium Butyrate NaB
Sodium Phenylbutyrate
Valproic acid VPA
Benzamides Class |1 MS-275
Class1, IV MGCD-0103
Cyclic tetrapeptides Class | Depsipeptide FK228
Apicidin

Tabla 4 — Clases de inhibidores de HDACs (HDACI) y su especificidad. Extraida de Smith y Workman
(2009).

En diversos tipos de cancer se ha constatado la alteracion en el balance entre la acetilacion y
desacetilacién de histonas, lo que conduce a cambios en la expresion de genes supresores
tumorales y proto-oncogenes (Lafon-Hughes et al. 2008; Kim y Bae 2011; Farria et al. 2015). Las
HDACSs serian las enzimas mas importantes en esta desregulacion ya que sus niveles varian
enormemente en las células cancerigenas. Las HDACs 1, 2, 3, 6, 8 y 11 se han observado
sobreexpresadas en diferentes tipos de tumores (Glozak y Seto 2007; Stiborova et al. 2012), lo

que pone de manifiesto su implicancia en los procesos de formacion y progresiéon tumoral.

El uso de HDACIi permitiria revertir la desacetilacion andmala en las células cancerigenas y ha
surgido como una estrategia potencial para el tratamiento de tumores sélidos y hematoldgicos
malignos (Slingerland et al. 2014). Se ha observado que los HDACi pueden tener efecto
antineoplasico en diversos tipos de células tumorales, ya sea cuando son empleados en forma
aislada como en combinacion con quimio o radioterapia (Stiborova et al. 2012). Los mecanismos
mediante los que ejercen este efecto son diversos, lo que indica que actian sobre multiples
sustratos (histonas y proteinas no histénicas), asi como la existencia de patrones heterogéneos
de alteraciones moleculares en las diferentes células cancerigenas. Mediante la inhibicién de las
HDACSs es posible lograr la induccion de ciertos genes o la regulacion de otros que se encuentran

silenciados en las células tumorales. Por ejemplo, la expresién del gen que codifica para p21,
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una proteina cuya accion conduce a la detencion del ciclo celular, puede ser inducida mediante
el empleo de HDACI en células deficientes en p53, quien seria su inductor en condiciones
normales. Esto resulta de suma importancia en terapia antineoplasica, ya que muchos tipos de
cancer carecen de p53 funcional, siendo incapaces de detener el ciclo celular por esta via (Egger
et al. 2004). La posibilidad de detener el ciclo celular e inducir la apoptosis mediante el empleo
de butirato de sodio (NaB) y otros HDACi ha llevado a que se analice actualmente la utilidad de
estos compuestos en terapia antineoplasica (Acharya et al. 2005; Marks y Xu 2009). Varios
HDACi se encuentran en pruebas clinicas, siendo evaluados en diferentes tipos tumorales, como

linfoma de células T, leucemia mieloide aguda y cancer cervical, entre otros (Xu et al. 2007).

A continuacién se describen con mayor detalle las clases de HDACi a las que pertenecen los

compuestos empleados en el presente trabajo.

Acidos grasos de cadena corta o dcidos alifdticos

Los acidos grasos de cadena corta son HDACi débiles, siendo capaces de ejercer su efecto a
concentraciones en el rango milimolar, inhibiendo a todas las HDACs de clase | y de la clase lla:
HDAC-4, 5 y 9 (Davie 2003; Munshi et al. 2005) (Tabla 4). Si bien su mecanismo de accién no
esta claro aun, se ha propuesto que podrian competir con el grupo acetilo liberado en la reaccién
de desacetilacion (Stiborova et al. 2012). En esta clase se incluyen el butirato de sodio (NaB) y

el acido valproico (VPA).

El NaB es un subproducto del metabolismo de carbohidratos en el intestino, producido por
fermentacion bacteriana anaerébica de fibras de la dieta, siendo uno de los acidos grasos con
actividad HDACi mejor estudiados (Figura 13). Se ha observado la hiperacetilacion de histonas
en células en cultivo con tiempos de incubacién con NaB variables, entre 2 y 24 horas,
dependiendo de la linea celular empleada (Sun et al. 2001; Munshi et al. 2005). El NaB tiene
multiples efectos en las células de mamifero en cultivo, tales como inhibicion de la proliferacién,
induccién de la diferenciacion celular y apoptosis, e induccion o represion de la expresion génica
(Yaneva et al. 2005; Kim et al. 2007; Li et al. 2008).

El VPA inhibe a las HDACs de clase | y lla mas eficientemente que el NaB (Figura 13). Aunque
su uso principal ha sido como anticonvulsivo para el tratamiento de la epilepsia, numerosos
estudios han demostrado su efecto antitumoral en algunos tipos de cancer, como el de préstata
y neuroblastoma, reduciendo de forma significativa el crecimiento tumoral y la formacion de
metastasis en animales con tumores. Algunos de sus efectos son la detencién del ciclo celular,
descompactacién de la cromatina e induccién de fenédmenos de diferenciacion celular (Marchion
et al. 2005).

Acidos hidroxdmicos o hidroxamatos

Los acidos hidroxamicos son compuestos quelantes del Zn?* e interacttian directamente con este

tipo de iones que se encuentran en la base del sitio catalitico de las HDACs, resultando en la

inactivacion de la unién de la enzima con su sustrato (Xu et al 2007). Por lo tanto, son HDACi de
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amplio espectro, ya que inhiben a todas las HDACs dependientes de Zn?*, es decir las
pertenecientes a las clases |, Il y IV (Tabla 4). Su efecto inhibidor es mas potente que el de los
acidos grasos de cadena corta, ya que ejercen su efecto en el rango nanomolar (Dokmanovic y
Marks 2005).

A este grupo pertenecen dos de los HDACi utilizados con mayor frecuencia en el laboratorio, la

Tricostatina A (TSA) y el acido hidroxamico suberoylanilido (SAHA).

La TSA fue aislada de Streptomyces hygroscopicus como antibiético antifungico (Figura 13). De
acuerdo con multiples estudios, el tratamiento con TSA genera un aumento en la acetilacion de
histonas globalizado (Té6th et al. 2004). Se ha constatado que TSA posee un efecto inhibidor
potente contra las HDACs 1, 2, 3, 4, 7, 9 y 6 y una actividad relativamente débil contra HDACS8
(Witt et al. 2009).

Hydroxamic acids Aliphatic acids
0O 0] o}
Xrx N s
Trichostatin A Ho Valproic acid
HJC\N CH; CHy
CHy
0 0
/\/\)]\ M344 0
NH NH | 4-(dimethylamino)-N- L
| [7-(hydroxyamino)-7- Butyric acid
HeN or oxoheptyl]benzamide
| : HaC OH
CH,

Figura 13- Estructura de inhibidores de HDACs (HDACI) pertenecientes a las clases de Acidos
hidroxamicos y Acidos grasos de cadena corta o &cidos alifaticos - Extraida de Stiborova et
al. 2012.

Hasta el momento, dos HDACi han sido aprobados para su uso como agentes antitumorales por
la US FDA (Food and Drug Administration of United States): SAHA y romidpesina; ambos para
el tratamiento de linfoma de células T cutaneo y periférico (Watanabe 2010). Sin embargo, adn

no se ha aprobado ningun HDACI para el tratamiento de tumores sélidos (Li et al. 2016).

SAHA, también denominado Vorinostat (Zolinza®, Merck), fue el primero en ser aprobado en el
afio 2006 y ha sido usado en numerosos ensayos clinicos en el tratamiento de varios tipos de
cancer como el de préstata, melanoma y linfomas, entre otros (Grant et al. 2007). Al igual que
TSA, pertenece a la clase de acidos hidroxamicos y posee un efecto inhibidor de amplio espectro,

no selectivo (Hideshima y Anderson 2013).

Romidpesina o FK228 (Istodax®, Celgene) es un compuesto natural aislado de
Chromobacterium violaceum o sintético, que integra la clase de HDACi de los péptidos ciclicos,

siendo un inhibidor especifico de las HDAC1 y HDAC2 pertenecientes a las HDACs de clase |I.
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Al igual que los acidos hidroxamicos es un inhibidor potente actuando en concentraciones en el

rango nanomolar (Hideshima y Anderson 2013).

1.3.6- Sensibilizacion al tratamiento anticancerigeno por HDACi
Ante la evidencia creciente sobre el importante rol de los cambios epigenéticos, en particular la
desregulacion de HDACSs, en la progresién tumoral y su posible participacién en la resistencia a
drogas adquirida por las células tumorales, ha aumentado el desarrollo de estrategias

antineoplasicas que involucran a los HDACi (Perego et al. 2012).

A pesar de que estos inhibidores presentan actividad antitumoral al ser empleados como agentes
unicos en estudios preclinicos, han tenido una eficiencia reducida al ser usados para el
tratamiento de ciertos tipos de tumores (Stiborova et al. 2012). Sin embargo, los resultados de
varios estudios indican que los HDACi aumentan la eficacia anticancerigena de las terapias
convencionales y podrian ser muy eficientes en la clinica al ser usados en combinacién con las
radiaciones ionizantes o la quimioterapia (Frew et al. 2009; Lane y Chabner 2009; Hrebackova
et al. 2010; Cheriyath et al. 2011). A su vez, se ha observado que en estas combinaciones de
tratamientos las células normales resultan menos sensibles que las células tumorales a los

efectos antiproliferativos y pro-apoptoticos de los HDACi (Perego et al. 2012).

La explicacion que se ha dado para la eficacia aumentada de la combinacion de HDACi con otros
agentes ha sido su capacidad de inducir la apoptosis. Sin embargo, los HDACi podrian modular
la expresion o la funcién de diversos blancos moleculares o vias importantes en los procesos
cancerigenos. Dados los efectos pleiotrépicos de los HDACI, tanto sobre las histonas como sobre
proteinas no histénicas, multiples mecanismos podrian converger para producir la sensibilizacién
de las células tumorales a los agentes citotoxicos convencionales, en particular a los agentes

inductores de dano en el ADN.

Para seleccionar la combinacion adecuada de HDACIi y agentes genotéxicos capaz de interactuar
en forma sinérgica y sensibilizar a las células tumorales al tratamiento, es necesario conocer su
mecanismo de accion asi como la respuesta celular al tratamiento. Sin embargo, los mecanismos
de estas interacciones no se conocen aun en profundidad (Perego 2012). Se ha propuesto que
los HDACI podrian potenciar los efectos de los agentes genotoxicos, ya sea potenciando la DDR
o interfiriendo con los procesos de reparacion del ADN (Frew et al. 2009). Por otro lado, los
HDACI podrian inducir estrés genotéxico induciendo dafio adicional en el ADN lo que contribuiria

a su efecto sensibilizador (Frew et al. 2009; Gaymes et al. 2006).
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1.4- Caracteristicas de las células tumorales de vejiga urinaria

El cancer de vejiga urinaria es el segundo tumor maligno mas comun del tracto genitourinario y
ocupa el cuarto lugar entre los tipos de cancer que afectan a los hombres (Siegel et al. 2016). El
tratamiento actual para los individuos con esta enfermedad, ya sea local o en el estadio
metastasico, es quimioterapia sistémica. Sin embargo este tratamiento permite solo un beneficio
modesto, ya que la sobrevida a largo plazo es el 20% de los pacientes que sufren de la
enfermedad metastasica (Stenzl et al. 2011). La forma predominante de este tipo de cancer es
el carcinoma de células transicionales (TCC), representando el 90% de los casos (Wu et al.
2005).

Recientemente se ha observado la expresion aumentada de HDAC1, tanto en muestras de
individuos con este tipo de cancer como en tumores de vejiga urinaria inducidos en ratones
(Ozawa et al. 2010). A su vez, Gui et al. (2011) secuenciaron los exomas completos de nueve
individuos con TCC, contrastando los patrones encontrados con sus respectivas muestras de
linfocitos de sangre periférica. En estas muestras realizaron el “screening” de las mutaciones
encontradas en 88 individuos con diferentes estadios de TCC. Entre los genes mutados con
mayor frecuencia, ademas de cinco genes ya conocidos por encontrarse mutados en este tipo
de cancer, entre ellos p53, encontraron 8 genes con mutaciones no silenciosas involucrados en
procesos de remodelado de la cromatina, entre los que se destacan NCOR1 y 2 dos genes de
HATs (CBP y p300). NCOR1 codifica para una subunidad de un complejo integrado por HDAC3.
Al menos dos de estas mutaciones se encontraron en el 16% de los individuos con TCC
estudiados. Al evaluar la relacion entre la prevalencia de cada gen mutado y el estadio tumoral,
observaron que la incidencia de mutaciones en p53 aumentaba en las muestras de estadios mas
avanzados. Pero no encotraron correlacion con el estadio en la incidencia de mutaciones en los
genes de HATs o NCOR1.

Dadas estas observaciones sobre la expresion aumentada de HDAC1 en el cancer de vejiga, asi
como la mutacion en genes que codifican para dos HATSs, lo que conduciria a la alteracion del
balance normal de acetilacidon/desacetilacion, la inhibicion de HDACs podria ser una opciéon
efectiva para el tratamiento de este tipo de cancer. Tanto el efecto, como el mecanismo de accion
de los HDACi como tratamiento quimioterapico en este tipo de cancer, aun no ha sido analizados
en profundidad (Li et al. 2016).
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2- FUNDAMENTACION

Dada la participacion de las modificaciones postraduccionales de las histonas en la respuesta
celular al dafio en el ADN (“DNA damage response o DDR?”), constituyendo un nivel adicional de
regulacion tanto de la expresion génica como de los procesos de reparacion del ADN, se plantea
evaluar la influencia de la alteracién en el balance de acetilacién/desacetilacion de histonas (uno
de los mecanimos epigenéticos mejor conocidos) en la respuesta de lineas celulares humanas y

de hamster chino al tratamiento con diferentes agentes genotéxicos.

Los agentes genotéxicos empleados inducen dafio en el ADN por diferentes mecanismos,
interviniendo distintos sistemas de reparacion del ADN para su remocion. Como agentes
inductores de dafio directo sobre el ADN se emplearon dos tipos de radiaciones ionizantes
como rayos X y rayos gamma (los cuales inducen rupturas de simple y doble cadena y bases
oxidadas), asi como radiaciones no ionizantes como UVC (productor de dimeros de pirimidina
y 6-4 fotoproductos). A su vez, se emplearon agentes inhibidores de la ADN topoisomerasa Il

como el etopédsido, que produce rupturas de doble cadena en el ADN de manera indirecta.

Dada la posibilidad de alterar los niveles de acetilacion de histonas mediante el empleo de
compuestos que inhiben a las desacetilasas de histonas (HDACs), se emplearon los siguientes
inhibidores de HDACs (HDACI): butirato de sodio (NaB), acido valproico (VPA) y tricostatina A
(TSA). Estos agentes fueron ensayados en diferentes tipos celulares, a saber: células
transformadas y estabilizadas derivadas de fibroblastos de ovario de hamster chino (CHO),
células linfoblastoides humanas de crecimiento continuo y dos lineas celulares derivadas de
cancer de vejiga urinaria (una originada de un carcinoma in situ y otra de una metastasis
retroperitoneal). Estas ultimas resultan un modelo interesante para estudiar el grado de
sensibilizacion que pueden producir los HDACi a los agentes quimioterapicos comunmente

empleados en terapia antineoplasica.

Se plantean varias hipoétesis sobre los posibles mecanismos involucrados en la sensibilizacion
de estos tipos celulares, incluyendo la induccion de mayor dafio en el ADN en presencia de estos
HDACI y su posible incidencia en la reparacion del dafio genético inducido, asi como su efecto

en la progresion del ciclo celular.
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3- HIPOTESIS

La alteracion del balance de acetilacion/desacetilacion inducida por los inhibidores de
desacetilasas de histonas (HDACI) incide en la respuesta celular al dafio en el ADN potenciando
el efecto de los agentes genotdxicos mediante su influencia en la sobrevida celular, la induccion

y reparacion del dafio en el ADN, asi como por su efecto en la progresion del ciclo celular.

Esta hipdtesis general se desglosa en tres hipotesis de trabajo, con las que se vinculan

directamente los objetivos descritos a continuacion.

Hipotesis de trabajo # 1 - La exposicion previa a HDACi potencia el efecto del etopdsido,
conduciendo a una menor sobrevida y proliferacion de las células
expuestas a la combinacién de estos tratamientos en comparacion

con la de las células tratadas con etopdsido solamente.

Hipotesis de trabajo # 2 — El nivel de dafio inducido en el ADN por los agentes genotdxicos en
presencia de HDACi se correlaciona negativamente con la sobrevida
celular. Es decir que a mayor dafio inducido en el ADN menor

sobrevida y viceversa.

Hipotesis de trabajo # 3 — El pre-tratamiento con HDACi influye en la eficiencia de remocién del

dafo inducido en el ADN por diferentes agentes genotéxicos.

4- OBJETIVOS

4.1- OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de la alteracion del balance de acetilacidon/desacetilacion inducida por los
inhibidores de desacetilasas de histonas (HDACI) en la respuesta celular al dafio en el ADN
producido por diferentes agentes genotoéxicos, tales como las radiaciones ionizantes y no

ionizantes; asi como un inhibidor de la ADN Topoisomerasa I, el etopésido.

4.2- OBIJETIVOS ESPECIFICOS

4.1.1- Evaluar el efecto de los inhibidores de desacetilasas de histonas (HDACI) acido
valproico (VPA), tricostatina A (TSA) y butirato de sodio (NaB) en la sobrevida y

proliferacion de células de mamifero en cultivo expuestas a etopdsido.

4.1.2- Estudiar el nivel de dano en el ADN inducido por diferentes agentes genotdxicos en

células de mamifero pre-tratadas con los HDACi VPA, TSA y NaB.

4.1.3- Evaluar el efecto de los HDACi NaB, VPA y TSA sobre la remocion del dafio genético

inducido por diferentes agentes genotoéxicos.
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5- METODOLOGIA

5.1- Lineas celulares y muestras bioldgicas
Para los diferentes ensayos realizados se emplearon tanto lineas celulares humanas como de
ovario de hamster chino, asi como linfocitos humanos de sangre periférica obtenidos de donantes

sanos.

Entre las lineas celulares humanas utilizadas se encuentran las lineas tumorales derivadas de
tumores transicionales de vejiga urinaria, denominadas 253J y T24. En el caso de 253J es
derivada de una muestra de biopsia de metastasis retroperitoneal de un hombre de 53 afios
(Elliot et al. 1974), mientras que T24 deriva de un carcinoma grado lll de vejiga urinaria de una
mujer de 82 anos (Bubenik et al. 1973).

A su vez, se empled la linea linfoblastoide humana FLEBV inmortalizada por medio del virus
Epstein Barr (cedida por el Prof. L. Chessa, Universidad “La Sapienza”, Roma, ltalia; y el Prof.

Fabrizio Palitti, Universita degli Studi della Tuscia, Viterbo, Italia).

Unas de las lineas celulares de ovario de hamster chino (CHO) utilizadas fueron CHOK1 y su
mutante radiosensible CHOxrs-5, aislada por Jeggo et al. (1982). CHOxrs-5 es deficiente en la
reparacion de RDCs por la via NHEJ, presentando una mutacién en el gen que codifica para
Ku80. Es por lo tanto mas sensible que su contraparte normal a las radiaciones ionizantes y a
otros agentes inductores de RDCs (Jeggo y Kemp 1983, Darroudi y Natarajan 1987, 1989).

Finalmente, en otro set de ensayos se utilizo la linea celular de ovario de hamster chino AA8

aislada por Thompson et al. (1980).

5.2- Cultivo de células

Todos los cultivos fueron realizados en atmosfera humeda a 37°C y 5% de CO, existiendo

variaciones en los medios de cultivo utilizados dependiendo de cada caso.

En el caso de las lineas celulares 253J, T24, CHOK1 y CHOxrs5 el cultivo se realizd en
monocapa en cajas de Petri de plastico (94 x 16 mm) en medio de cultivo Mc Coy 5A (Gibco)
suplementado con suero fetal bovino (Gibco) a una concentracion final del 10 %, glutamina (2
mM) y antibiéticos: penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (50 ug/ml) (SIGMA).

En el caso de la linea celular AA8, también fue cultivada en monocapa en cajas de Petri de
plastico (94 x 16 mm) pero se empled una combinacién de los medios de cultivo Ham’s F12 y
Medio Esencial Dulbecco (DMEM) en una proporcién 1:1, enriquecida con L-glutamina (2 mM),
penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (50 pg/ml) (SIGMA), y suplementada con suero fetal bovino
al 10%.

Para la realizacién de los tratamientos con los diferentes agentes en estos cultivos en monocapa,
el dia previo a la realizacion de los mismos las células en fase exponencial de crecimiento fueron
sembradas a diferentes densidades, dependiendo de la evaluacién a ser realizada con

posterioridad, y cultivadas durante 18 horas antes del tratamiento. Para la realizacion de los
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ensayos clonogénicos se sembraron entre 300 y 600 células en cajas de 35 x 10 mm
dependiendo de la linea celular. Para la evaluacién del nivel de dafio inducido y su cinética de
reparacion mediante el test del cometa, citometria de flujo y western Blot se sembraron 100.000

células en cajas de Petri de 35 x 10 mm.

La linea celular FLEBYV fue cultivada en suspension en medio RPMI 1640 suplementado con 20%
de suero fetal bovino (Gibco) inactivado a 56 °C durante 30 minutos, 2% buffer HEPES, 1% de
glutamina (Invitrogen) y 1% de estreptomicina y penicilina (Invitrogen). Para la realizacion del
ensayo cometa, el dia previo a los tratamientos se sembraron 1.6 x 10° células por ml de medio

de cultivo para cada tratamiento a realizar.

Los linfocitos de sangre periférica se obtuvieron a partir de sangre total heparinizada extraida de
adultos sanos. La misma fue diluida al 50% en medio RMPI 1640 sin suero fetal bovino y

mantenida a a 37°C y 5% de CO; sin realizar estimulacion linfocitaria con fitohemaglutinina.

5.3- Tratamientos

5.3.1- Agentes genotoxicos empleados

Etopdsido
Las células de diferentes lineas celulares (253J, T24, FLEBV, CHOK1 y CHOxrs5) en fase de
crecimiento exponencial fueron expuestas a diferentes concentraciones (5, 10, 20 o 50 uM) de
etopdsido (SIGMA) durante 1 hora a 37° C y 5% de CO.. El etopésido fue diluido en DMSO a
partir de una solucion stock de 2 mM, por lo tanto los cultivos control fueron tratados con el mismo
volumen de DMSO. En el caso de los ensayos clonogénicos, luego del tratamiento se retiro el
medio de cultivo y se incub6 con medio de cultivo completo a 37°C y 5% de CO; durante 7 a 10
dias dependiendo de la linea celular analizada. En el caso de los tratamientos combinados con
los agentes inhibidores de desacetilasas de histonas (HDACI) el tratamiento con etopédsido se

realizé durante la ultima hora de incubacidn con estos agentes.

Rayos X
Las células de la linea FLEBV fueron irradiadas en medio RPMI 1640 completo a 37 °C con 2 Gy
de rayos X a una tasa de dosis de 60 cGy/min empleando una fuente con 250 kV y 6 mA
(Gilardoni MGL 200/8 D) (Universita degli Studi della Tuscia (Viterbo, Italia)).

Rayos y
Muestras de sangre entera diluida al 50% en RPMI 1640 fueron irradiadas a temperatura
ambiente con 0.5 Gy de rayos y a una tasa de dosis de 0.5 Gy/min utilizando una fuente de
cobalto-60 (ICO4000) (Institut de Radioprotection et de Sureté Nucléaire (IRSN), Fontenay-aux-

Roses, Francia).
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uvc
Para el tratamiento con UVC se retir6 el medio de cultivo de las células AA8 en fase de
crecimiento exponencial y se realizaron dos lavados con buffer fosfato salino (PBS). Se realiz6
la irradiacion (1.2, 2, 4 u 8 J/m?s) empleando una fuente a 254 nm (UVC Lamp Spectrum Line),

monitoreando las dosis a aplicar mediante un sensor de UVC (Spectrum Line).

5.3.2- Inhibidores de desacetilasas de histonas (HDACi)

Butirato de sodio
A partir de una solucion stock 1 M de butirato de sodio (NaB) (SIGMA) se prepar6 una solucion
de trabajo 200 mM en PBS y se trataron cultivos de células 253J, T24, FLEBV, CHOK1 y
CHOxrs5 con diferentes concentraciones de este agente (1, 5 6 10 mM) durante 24 horas. Para
los analisis de cinética de reparacion, el tratamiento con NaB siguié de manera continua durante

el tiempo de recuperacién hasta la recoleccion de los cultivos.

Acido valproico
Se prepard una solucién stock de acido valproico (VPA) (SIGMA) 200 mM para realizar el
tratamiento de células 253J y FLEBV en cultivo y muestras de sangre total diluida al 50% en
medio RPMI 1640. Dicho tratamiento se realizé con VPA (0.7 6 1.5 mM) durante 24 horas en los

ensayos con 253J y FLEBV y durante 20 horas en las muestras de sangre.

Tricostatina A
El tratamiento con Tricostatina A (TSA) (SIGMA) se realizé a partir de una solucion stock de 5
pug/ml en etanol. El tratamiento fue realizado aplicando una dosis de TSA de 50 ng/ml de forma
continua, tanto en las 4 horas previas a la irradiacion con UVC como durante el tiempo de

recuperacion post-irradiacion.

5.4- Western Blot

Preparacion de las muestras para SDS-PAGE y western blot
Luego de realizados los tratamientos con NaB (1 y 5 mM) y etopdsido en los cultivos de las lineas
celulares 253J y CHO K1, las células fueron retiradas de la placa de Petri mediante raspado de la
capa celular en presencia de 500 pl de buffer de lisis (1M Tris-HCI (pH=7.4), 2 M NaCl, 1mM
EGTA, 1 mM EDTA, 1% NP-40 100%, 0.1 mM NaF) conteniendo un cocktail de inhibidores de
proteasas manteniéndolas siempre en frio y colocadas en tubos eppendorf. Una alicuota de 200
pl de cada tratamiento fue homogeneizada en buffer de muestra para proteinas en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) (Tris-HCI 0.6 M pH 6.8, SDS 2%, glicerol 10 %,
2-mercaptoetanol 5%, azul de bromofenol 0.002%). Luego las proteinas fueron desnaturalizadas
en un bafo a 95 °C durante 10 minutos y se realizé la cuantificacion de las muestras mediante

ensayo Bradford.
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Electroforesis y transferencia
Se llevé a cabo la electroforesis en un gel de poliacrilamida al 15% sembrando 50 ug de proteina
en cada carril (110 V y amperaje libre durante 90 min). Una vez finalizada la corrida, las proteinas
fueron transferidas a membranas de PVDF (“polyvinylidene difluoride”) de 0.2 ym de poro durante
75 minutos a 350 mA y voltaje libre a 4°C. Terminado el proceso de transferencia las membranas
fueron lavadas con TBS-Tween 20 0.1% (TBS-T) y bloqueadas con TBS-T y 5% de leche en polvo

descremada (buffer de bloqueo) durante 1 hora.

Incubacion con anticuerpos y revelado

Las membranas fueron incubadas durante toda la noche a 4°C en agitacién constante con el
anticuerpo primario de conejo correspondiente (anti Histona H4 acetilada en la Lisina 8 (H4K8ac)
(1/6000) o anti-histona H3 acetilada en la lisina 9 (1/1000) (H3K9ac)) (Upstate-Millipore) diluidos
en buffer de bloqueo. Posteriormente, las membranas fueron lavadas 2 veces con TBS-T durante
10 minutos e incubadas durante una hora a temperatura ambiente en agitacidon con el anticuerpo
secundario anti-conejo IgG (1/3000) (Life Technologies) conjugado a peroxidasa de rabano
picante (HRP) diluido en buffer de bloqueo. Finalmente el anticuerpo secundario fue lavado 2
veces con TBS-T durante 10 minutos. El revelado se realiz6 mediante quimioluminiscencia (ECL
plus de Amersham) sobre placas fotograficas (AGFA) en cuarto oscuro utilizando el revelador
Kodak D-11 y fijador AGFA G334. Posteriormente, a las membranas se le realizé la remocién de
los anticuerpos primario y secundario incubandolas en una solucién de glicina 0.2 M (pH=2.8)
durante 60 minutos con el fin de volver a exponer las proteinas a un anticuerpo anti histona total
(H3 o H4) para realizar el control de carga. Finalmente, se realizé la incubacion con un anticuerpo
secundario conjugado con HRP y el revelado fue realizado del mismo modo que con los
anticuerpos anti-histonas acetiladas.

Para el analisis de las placas fotograficas, las mismas fueron escaneadas en escala de grises y la
densidad de las bandas fue cuantificada empleando el programa Image J (NIH). Para los distintos
tratamientos se determin6é la intensidad relativa de las bandas de histonas acetiladas

estableciendo la relacion de su intensidad respecto a la banda correspondiente de histona total.

5.5- Ensayos clonogénicos

Los ensayos clonogénicos evaluan la sobrevida a largo plazo de las células luego de su
exposicion a los agentes de interés, poniendo en evidencia su capacidad de proliferar y generar
un clon o colonia luego del tratamiento realizado. A la pérdida de la capacidad de dividirse y
producir progenie se la denomina muerte reproductiva, mientras que a las células que son
capaces de mantener su integridad reproductiva se las denomina clonogénicas (Marple et al.
2004). Estos ensayos se llevaron a cabo por triplicado sembrando 300 o 600 células,
dependiendo de la linea celular, en cajas de Petri de 35 x 10 mm de diametro el dia previo a
realizar los tratamientos. Las células fueron tratadas durante 24 horas con el HDACi (VPA, TSA
o NaB) y durante la hora final de este tratamiento fueron expuestas a etopdsido (5, 10, 20 o 50

uM). Al cabo de este tratamiento se retird6 el medio de cultivo, se realizaron dos lavados con
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buffer fosfato salino (PBS) y se volvié a colocar medio de cultivo completo e incubar a 37°C y
5 % de CO,. Al cabo de 7 o 10 dias, dependiendo de la linea celular, cuando se observaron
colonias reconocibles integradas por al menos 50 células, se retiré el medio de cultivo y se fijaron
las células con etanol al 70%. Posteriormente, se realizd la tinciéon con cristal violeta (0,1%) vy el
recuento de colonias, calculando la eficiencia relativa de plaqueo para cada uno de los
tratamientos realizados. La misma representa el porcentaje de las células sembradas que fueron
capaces de dividirse y formar colonias; y se calcula en relacion a la cantidad de colonias

presentes en el control negativo.

5.6- Ensayo Cometa

El ensayo de electroforesis en gel de células individuales o ensayo cometa combina la
simplicidad de las técnicas bioquimicas para detectar rupturas en las cadenas del ADN y/o sitios
alcali-labiles con la aproximacién a nivel de células aisladas tipica de los ensayos citogenéticos.
La version alcalina de este ensayo (pH > 13) permite la deteccidon de un amplio rango de lesiones
sobre el ADN tales como rupturas de simple y doble cadena, sitios de reparacion por escision y
sitios alcali-labiles (Singh et al. 1988). EI mismo consiste en una electroforesis de células lisadas
embebidas en agarosa y colocadas sobre portaobjetos, donde el ADN libre migra hacia el anodo
mostrando una cola de fragmentos que se asemeja a un cometa, de manera que cuanto mayor
es el dano sobre el ADN mas grande es la cola del cometa (Tice et al. 1990) (Figura 14).

Luego de los diferentes tratamientos realizados con etopésido, rayos X o UV-C en presencia o
ausencia de los HDACi VPA, NaB, o TSA en los distintos tiempos de recuperacion evaluados, se
siguid el procedimiento descrito por Singh et al. (1988) con modificaciones de Speit y Hartmann
(1999). En el caso de las lineas celulares cultivadas en monocapa (253J, T24, CHOK1, CHOxrs5
y AA8) los cultivos fueron tratados con tripsina (0.05%)/EDTA (0.02%) y una vez que se conto
con las células en suspensién a una concentraciéon de 1.5 x 10° células/ml, éstas fueron
embebidas en agarosa de bajo punto de fusién (0.5 % en PBS sin Ca?" y Mg*") (Gibco) y
colocadas sobre portaobjetos pre-cubiertos con agarosa de punto de fusion normal (1.5% en
PBS sin Ca*" y Mg?*) (Gibco). Se colocaron cubreobjetos con el fin de lograr la extensién de la
agarosa y una vez que ésta se encontré gelificada los portaobjetos fueron incubados a 4 °C en
un buffer de lisis que contiene detergentes y una elevada concentracion salina (NaCl 2.5 M;
EDTA 100 mM; Tris 10 mM, Triton X-100 1%) a pH 10 por al menos 1 hora. Luego de ser
colocados en la cuba de electroforesis los preparados fueron sometidos a una solucién de NaOH
(300 mM) y EDTA (1 mM) (pH >13) durante 20 minutos para permitir la desnaturalizacion del
ADN vy la expresién de sitios alcali-labiles. Bajo estas condiciones alcalinas se llevd a cabo la
electroforesis en una cuba horizontal (Horizon 20-25, Gibco) a 25 V y 300 mA durante 20 minutos,
al cabo de lo cual se realizaron lavados con Tris (0.4 M) (pH 7.5) con el fin de neutralizar el pH
alcalino. Finalmente, se realizé la deshidratacion de la agarosa por inmersion en etanol al 70%
durante 5 minutos y al momento de realizar el analisis se tifieron las preparaciones con bromuro

de etidio (10 ug/ml).
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El nivel de dafio inducido en el ADN fue analizado en 50-100 nucleos tomados al azar de dos
preparados de cada uno de los tratamientos y tiempos de recuperacién realizados. Se llevo a
cabo utilizando un microscopio de epifluorescencia equipado con un filtro de excitacion de 515—
560 nm, una camara CCD y sistema de analisis de imagenes. Para cuantificar el dafo en cada
uno de estos nucleos, se emplearon softwares disefiados para la medicion de la longitud de la
migracion y la intensidad de fluorescencia en la cola del cometa, la que es directamente
proporcional a la cantidad de ADN migrado (Figura 14 b). En el caso de los experimentos con las
lineas celulares 253J, T24, FLEBV, CHOK1 y CHOxrs5, realizados en el Dipartimento di
Agrobiologia e Agrochimica de la Universita degli Studi della Tuscia (Viterbo, Italia), se empled
el software Comet Assay Il 3.0 (Perceptive Instruments). En los ensayos llevados a cabo con la
linea celular AA8 para evaluar el efecto de TSA en el dafio inducido por UV-C y su cinética de
reparacion, realizados en el Laboratorio de Epigenética e Inestabilidad Gendmica del Instituto de
Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (Montevideo, Uruguay), se utilizé el software Comet
Imager 4.2.14 (MetaSystems GmbH). Mediante la utilizacién de dichos softwares fue posible
calcular el parametro “Tail Moment” (TM), segun Olive y Banath (1993), como el producto de la
cantidad de ADN migrado (intensidad de fluorescencia en la cola del cometa) por la distancia
entre el centro de gravedad (mediana) de la curva de intensidad de fluorescencia de la cabeza y
el centro de gravedad (mediana) de la intensidad de fluorescencia de la cola del cometa.

En los ensayos realizados con la linea celular AA8 se aplico una version modificada del ensayo
cometa para la deteccion de CPDs inducidos por UVC, la que incluye el empleo de la
endonuleasa T4 de acuerdo a Collins et al. (1993) y Woollons et al. (1997). La endonucleasa T4
empleada fue producida en colaboracién con el Laboratorio de Reparaciéon del ADN del
Departamento de Microbiologia del Instituto de Ciéncias Biomédicas de la Universidade de S&o
Paulo (Brasil). En esta versién de la técnica, al cabo de la incubacion de los preparados en buffer
de lisis y en forma previa a realizar la electroforesis, los mismos fueron lavados con PBS y con
el buffer en el que se encuentra diluida la enzima para luego ser tratados con la endonucleasa
T4 en camara humeda a 37°C durante 30 minutos. A continuacion los preparados fueron
mantenidos a 4 °C durante 15 minutos y luego de retirar los cubreobjetos y realizar un lavado
con PBS se realiz6 la electroforesis, continuando con la técnica habitual del ensayo cometa

anteriormente descrita.
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Figura 14 — Cuantificacion del dafio mediante el ensayo cometa empleando el software Comet Imager
(MetaSystems™). a) Captura de pantalla del software al realizar la medicion de un cometa. b)
Imagen aumentada de un nucleo en proceso de cuantificacion. La linea azul vertical indica el
final de la cola del cometa marcando la longitud de la migracion y las curvas en la parte inferior
representan los perfiles de Intensidad de Fluorescencia en la cabeza (nucleo celular) y la cola

del cometa respectivamente.

5.7- Inmunodeteccion fluorescente de foci YH2AX

Tanto el procesamiento de las muestras, como la tincién inmunofluorescente, adquisicion,
procesamiento y analisis de las imagenes fueron realizados de acuerdo a Valente et al. (2011)
en el laboratorio del Institut de Radioprotection et de Sureté Nucléaire (IRSN) (Fontenay-aux-

Roses, Francia).

Procesamiento de las muestras
Luego de la irradiacién la sangre diluida al 50% en RPMI 1640 (Invitrogen), con y sin tratamiento
con VPA, fue incubada a 37°C y 5% CO;, durante 30 o 180 minutos. A cada tiempo de
recuperacion se extrajeron 5 ml de muestra para llevar a cabo el aislamiento de linfocitos. Los
tubos fueron mantenidos a 0°C (en hielo) y toda la manipulacion siguiente fue realizada a esta
temperatura con el fin evitar la disminucion de la sefalizacion de YH2AX y la reparacion del dano
inducido. A cada tubo se le agregaron 2,5 ml de Ficoll-Histopaque 1077 (SIGMA) y se centrifugé
a 1000 g durante 20 minutos a 0 °C en centrifuga refrigerada. Se retir6 el anillo formado en la
interfase y se lavo tres veces con PBS frio centrifugando a 350 g durante 7 minutos a 0 °C. Se
retird el sobrenadante y se resuspendio el pellet en PBS. De cada suspension de linfocitos se
colocaron 20 uyl dentro de spots circulares de portaobjetos Superfrost® (Menzel-Glaser,
Braunschweig). Los portaobjetos fueron colocados a 4°C durante 30 minutos para permitir la
adhesion de los linfocitos A continuacién se realizé la fijacion en paraformaldehido (PFA)
(SIGMA) al 1% a temperatura ambiente durante 10 minutos y el lavado en PBS. Los preparados

fueron mantenidos en PBS a 4°C de 1 a 7 dias antes de la tincion.
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Tincién inmunofluorescente
Los linfocitos adheridos a los portaobjetos fueron permeabilizados en PBS + Triton X-100 al 0,1%
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Luego de un lavado en PBS se realizé el bloqueo
con BSA al 2% durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacion se realiz6 la
incubacién con un anticuerpo monoclonal de ratén anti yYH2AX fosforilada (Ser139) (Millipore)
(1:500) en BSA 2% a temperatura ambiente en cdmara hiumeda durante 1 hora. Luego de realizar
un lavado en PBS durante 5 minutos se incubé con un anticuerpo secundario de cabra anti ratéon
conjugado con FITC Alexa Fluor 488 (Invitrogen A21121) (1:400) a temperatura ambiente en
camara humeda durante 1 hora. Finalmente, al cabo de 3 lavados con PBS se colocd Anti-

Fade/DAPI (Vecta Shield) en cada spot de los preparados y se colocaron cubreobjetos.

Adquisicion, procesamiento y analisis de imagenes
Los preparados fueron analizados empleando un microscopio de epifluorescencia (Imager.Z1,
Carl Zeiss) equipado con una camara CCD y una fuente de luz fluorescente (EL6000, Leica,
Solms). Se realizé la captura automatizada de las imagenes usando el software Metafer 4 version
3.6.0 (MetaSystems™), el que controla la platina motorizada del microscopio, los filtros y la
camara digital. Se anotaron las coordenadas de cada spot y para la adquisicion de las imagenes
empleando la funcién basica del software denominada "calculo de coordenadas" se seleccion6
para cada uno una cuadricula de campos que no se superponian. Dependiendo de la densidad
celular promedio, se seleccionaron y adquirieron de 100 a 250 para cada spot mediante el modulo
Metafer Autocapt (MetaSystems GmbH) usando un objetivo de 63x (Carl Zeiss). Para compilar
en una sola imagen los foci yH2AX distribuidos en las 3 dimensiones de las células (3D), el
clasificador del software Autocapt fue programado para adquirir 26 imagenes 2D para cada
campo, con una separacién de 0.3 um en el eje z entre dos capas consecutivas. Para evitar la
pérdida de informacion las imagenes no fueron sobre-expuestas. Los softwares de adquisiciéon
de imagenes como Autocapt impiden la sobre-exposicion de las imagenes durante su captura
fijando un tiempo de exposicion automatico. Con el fin de realizar comparaciones mas rigurosas,
los tiempos de integracion seleccionados por el software fueron fijados y mantenidos constantes
durante la adquisicion de todas las imagenes en todos los tratamientos. Los imagenes resultantes
(resulting fields of view - FOV) fueron transformadas en imagenes de entrenamiento (TRN)
empleando un comando especial del software de manera que cada canal de fluorescencia (verde
para foci yH2AX y azul para los nucleos tefidos con DAPI) pudiera ser exportado como una

imagen individual en escala de grises.

El recuento de los foci YH2AX fue realizado de forma automatica empleando el software
HistoLab™ versién 7.5.2 (Microvision Instruments), manteniendo constantes todos los

parametros del analisis de imagenes durante la realizacion de todo el estudio (Figura 15).
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Figura 15— Analisis de imagenes de foci YH2AX empleando el software HistoLab™ versiéon 7.5.2

(Microvision Instruments).

5.8- Analisis del ciclo celular mediante citometria de flujo

Se recolecto el medio de cultivo y las células fueron despegadas del sustrato por incubacion con
tripsina (0,05%)/EDTA (0,02%) realizando luego dos lavados en PBS y centrifugando a 1000 rpm
durante 5 minutos. Se descarté el sobrenadante y se realizo la fijacion agregando 3 ml de etanol
al 70% mantenido a -20°C. Se realiz6 la incubacién de las muestras a -20°C por al menos 30
minutos o por periodos mayores hasta su analisis por citometria de flujo. Para realizar dicho
analisis las muestras fueron centrifugadas a 1000 rpm durante 5 minutos para eliminar el etanol
y resuspendidas en 1 ml de PBS. Luego de ser filtradas empleando una malla de 50 ym se
incubaron con 25 ul de RNAsa (50 mg/mL) y 25 ul de ioduro de propidio (1 mg/ml) durante 10
minutos a temperatura ambiente. El contenido de ADN fue analizado empleando un citdmetro de
flujp FACSVantage (Becton Dickinson) equipado con un ladser de 488 nm, midiendo la
fluorescencia roja. El anadlisis de los datos del ciclo celular fue realizado capturando 10000
eventos para establecer el porcentaje de células en las fases G1, S y G2/M empleando el

software CellQuest (Becton Dickinson).
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5.9- Andlisis estadistico

Ensayos clonogénicos
Para el analisis estadistico se considerd6 cada ensayo como una variable aleatoria con
distribucion de probabilidad binomial (X=B(n,p)). Esta variable aleatoria definida representa el
numero de éxitos en la realizacidén de n pruebas de Bernoulli con probabilidad de éxito igual a p,
donde el éxito representa la capacidad de una célula para proliferar y formar una colonia y el
fracaso la muerte reproductiva. El parametro p expresa entonces la probabilidad de que una
célula tomada al azar dentro de la poblacion en estudio sobreviva al tratamiento, prolifere y logre
desarrollar una colonia, asi como también, la proporcidén de células cultivadas que se espera
logren sobrevivir. El total de colonias contadas en el ensayo determinan el numero de éxitos,
mientras que el total de células sembradas representan la cantidad de pruebas de Bernoulli
realizadas (n). Del cociente entre el total de colonias contadas y el total de células sembradas
surge la estimacion del parametro p, que indica la proporcion de células sembradas que fueron
capaces de sobrevivir. Una vez estimado el parametro p, se calcul6 el intervalo de confianza al
95%. Para ello se procedio a tipificar la distribucion binomial y considerando el Teorema Central
del Limite se aproximdé la variable tipificada a una distribucion normal estandar. Esta
aproximaciéon es suficientemente buena para muestras que cumplen la condicion n*p>5,
condicion que cumplen todos los experimentos llevados a cabo. Con los valores p estimados, se
calculé la eficiencia relativa de plaqueo como el cociente entre el valor obtenido en cada uno
de los tratamientos (px) con respecto al valor obtenido en el control negativo (pcn) expresado en

porcentajes (100*px/pcn)-

Con el fin de determinar si la sobrevida en los tratamientos combinados con las distintas dosis
de los HDACi y etopédsido era significativamente diferente de la sobrevida obtenida con el
tratamiento solamente con etopdsido en las diferentes lineas celulares, se realizaron pruebas de
hipotesis. Estas consistieron en contrastes de igualdad de proporciones para dos muestras de
una cola a un nivel de significacion (o) del 1%. Donde en la hipétesis nula (Ho) se considerd que
la sobrevida es igual en el tratamiento combinado (HDACi + etopdsido) que en el tratamiento con
etopodsido solamente. Mientras que la hipotesis alternativa (H4) considerd que la sobrevida en el
tratamiento combinado es mayor (H1: pX>pY) o menor (H1: pX<pY) que en el tratamiento solo

con etoposido, segun sea el caso.

Ensayo Cometa
Para comparar si la diferencia en el dafo inducido al cabo de los diferentes tratamientos resulté
estadisticamente significativa se aplicaron pruebas t de Student para dos muestras suponiendo

varianzas desiguales a un nivel de significacion del 1%.

Con el objetivo de analizar la cinética de reparacion del dafio en los diferentes ensayos
realizados, se calcul6 el porcentaje de dafio remanente en cada tiempo de recuperacién como el

cociente entre el dafio en el momento ty el dafio en el momento inicial expresado en porcentajes
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(100*TMy¢TMy). Se ajustaron las curvas de cinética derivadas de los resultados experimentales
utilizando un modelo exponencial (y=K*R*). Para estimar estas curvas, se procedid primero a
transformar los datos con el propésito de linealizarlos, empleando el logaritmo natural, y luego
se aplicé el método de los minimos cuadrados para regresiones lineales (Lny= LnK + x*Lnf3). Se
verificaron los supuestos del modelo de regresiéon lineal, realizando contrastes de
heteroscedasticidad, autocorrelacién y normalidad de los datos transformados.

Una vez obtenida la estimacion, se calculé el tiempo medio de reparacion (TMR), entendido como
el tiempo en el que se repara el 50% del dafio inicial (TMR=Logg(0.5)), con la finalidad de obtener
un indicador de la eficiencia en la reparacion luego de los diferentes tratamientos. Junto con la
presentacién de los parametros estimados del modelo exponencial y del indicador del TMR, se
calcularon los intervalos de confianza al 95%. A su vez, se efectuaron contrastes de significacion
mediante la prueba t de Student para evaluar la existencia de reparaciéon en cada uno de los
tratamientos realizados, tomando como hipétesis nula (Ho) la no reparacion (3=1) en el periodo
de recuperacion estudiado.

Para realizar comparaciones en la cinética de reparacion entre diferentes tratamientos, se
efectuaron pruebas de hipétesis con las regresiones estimadas, aplicando un estadistico con
distribucion t de Student para contrastes de homogeneidad entre regresiones (Steel y Torrie
1985).

Inmunodeteccion fluorescente de foci yH2AX
A los efectos de determinar la existencia de diferencias significativas en la media de foci YH2AX
tanto entre tratamientos como en los diferentes tiempos de recuperacion evaluados, se realizaron
contrastes de significacion mediante la prueba t de Student a una cola con un nivel de

significacion del 1%.
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6- ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Con el fin de evaluar el rol que juegan los procesos de acetilacion de histonas en la respuesta
celular al dafio inducido en el ADN en lineas celulares de mamiferos, se estudio el efecto del
mantenimiento de la acetilacién, empleando inhibidores de desacetilasas de histonas (HDACI)
en forma previa y concomitante a la induccidon de dafo en el ADN por parte de agentes

genotoxicos con diferentes mecanismos de accion.

Inicialmente se evalud el efecto de tres inhibidores de desacetilasas de histonas (HDACI) en la
sobrevida celular al tratamiento con etopésido (agente inhibidor de la topoisomerasa Il) (Seccion
7.1). Luego se cuantificé el dafio generado por agentes genotoxicos con diferente mecanismo de
accion sobre el ADN como el etopésido, radiaciones ionizantes (rayos X y rayos gamma) y
radiacion UVC en presencia y ausencia de diferentes HDACi (Seccion 7.2). En el caso de uno
de los HDACIi estudiados (butirato de sodio), también se analizé su influencia en la progresion
del ciclo celular en combinacién con etopdsido. Finalmente, se estudio el efecto de los tres HDACI
en la eficiencia de remocion del dafio genético inducido por radiaciones ionizantes (rayos X y

rayos gama) y radiacion UVC (Seccion 7.3).
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7- RESULTADOS

7.1- Efecto de inhibidores de desacetilasas de histonas en la sobrevida celular al
tratamiento con etopdsido

Se evalué el efecto del pre-tratamiento con tres inhibidores de desacetilasas de histonas (HDACI)
en la sobrevida y proliferacién celular luego de la exposicion a etopdsido (inhibidor de la
topoisomerasa Il). Para ello se realizaron ensayos clonogénicos exponiendo a las lineas
celulares 253J, T24 y CHOK1 a los HDAC:: acido valproioco (VPA), tricostatina A (TSA) y butirato
de sodio (NaB) durante 24 horas, en forma previa y concomitante a la exposicién a etopésido (1

hora).

Se seleccionaron dosis de NaB a las que se obervé el aumento en la acetilacion de histonas
como efecto del tratamiento con este HDACI. Para ello se realizaron ensayos de Western Blot
luego de la exposicién durante 24 horas a NaB (1 y 5 mM) en las lineas celulares 253J y CHOK1,
empleando anticuerpos anti-histonas acetiladas (Figuras 16 y 17). En el caso de 253J se empled
un anticuerpo anti-histona H3 acetilada (lisina 9 de histona H3 - H3K9ac) (Figura 16) y en el caso
de CHOK1 un anticuerpo anti-histona H4 acetilada (lisina 8 de histona H4 - H4K8ac) (Figura 17).

En el caso de VPA y TSA, las dosis y tiempos de exposicién a ser empleados en los ensayos
clonogénicos se determind en base a datos de la bibliografia. En el caso de VPA, esta
determinacion se baso en resultados obtenidos por Wang et al. (2013) y Das et al. (2007). Wang
et al. (2013) observaron que el tratamiento durante 72 horas con las dosis de VPA 1y 1.5 mM
aumento el nivel de la histona H3 acetilada en células T24. Asimismo, Das et al. (2007)
constataron la acetilacion de la histona H4 en lineas celulares de glioblastoma humano tratadas
con VPA (1.5 mM) luego de 8 horas de exposicion, aumentando el nivel de acetilacion hasta las
24-48 hs y disminuyendo a las 72 hs. En el caso de TSA, Hoshikawa et al. (1994) constataron
un aumento significativo de la acetilacion de la histona H4 luego del tratamiento de células de

carcinoma humano, T24 y HelLa con la dosis de 100 ng/ml durante 24 horas.
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Figura 16 — a) Western Blot representativo mostrando la acetilacion de la histona H3 en la lisina 9
en la linea celular tumoral 253J luego del tratamiento con butirato de sodio (NaB) (1
y 5 mM) durante 24 horas y la combinaciéon de NaB y etopésido (20 pM) durante 1
hora.
b) Cuantificacién por densitometria de las bandas obtenidas con los diferentes

tratamientos empleando el software Image J (NIH).
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Linea celular de ovario de hamster chino CHOK1
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Figura 17 — a) Western Blot representativo mostrando de la acetilacién de la histona H4 (lisina 8) en
la linea celular CHOK?1 tratada con butirato de sodio (NaB) (1 y 5 mM) durante 24

horas y la combinacion de butirato de sodio y etopdsido (20 uM) (1 hora).

b) Cuantificacidn por densitometria de las bandas obtenidas con los diferentes

tratamientos empleando el software Image J (NIH).
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7.1.1- Acido valproico

La evaluacion del efecto de acido valproico (VPA) fue realizada en las lineas celulares tumorales
de vejiga humana 253J y T24. Como puede verse en la Figura 18a, luego de la exposicion
durante 24 horas a este inhibidor no disminuyé la sobrevida de estas lineas celulares con ninguna
de las dosis de VPA ensayadas (0.7, 1.5 y 3 mM), ya que los niveles de sobrevida se encontraron
en el rango del control negativo. Incluso en el caso de T24 se obervo una mayor sobrevida que

en el control negativo con la dosis de 0.7 mM.

El analisis del efecto de este HDACi en el tratamiento combinado con etopdsido (20 y 50 uM) fue
realizado en la linea 253J, observandose sensibilizacion frente al etopdsido con las dos
dosis de VPA ensayadas (0.7 y 1.5 mM) (Figura 18b). Es decir que la sobrevida luego del
tratamiento combinado (VPA + Etopdsido) resulté significativamente menor que la de las células
tratadas con etopdsido solamente. En la Tabla 5 se presentan las pruebas de hipotesis realizadas
para contrastar los resultados obtenidos en los ensayos clonogénicos llevados a cabo con la
combinacion de estos tratamientos. En las dos comparaciones realizadas la hipétesis nula (HO)
considera que la sobrevida es igual en el tratamiento combinado (VPA + Etopdsido) que en el
tratamiento con etopdsido solamente, mientras que en la hipétesis alternativa (H1) se considera
que la sobrevida del tratamiento combinado es menor que solo con etopdsido. Tal como puede
observarse, los resultados de estos analisis permitieron rechazar la hipétesis nula y confirmaron
una disminucién significativa en la sobrevida en las células expuestas al tratamiento combinado
con ambas dosis de VPA (a un nivel de significacion del 1%) en comparacion con las células

expuestas a etopdsido solamente.
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Figura 18 - Eficiencia relativa de plaqueo obtenida en los ensayos clonogénicos realizados en las lineas
celulares 253J y T24. a) Datos obtenidos en las células tratadas con acido valproico (VPA) por
24 horas. b) Datos obtenidos luego del tratamiento con etopésido (20 y 50 uM) con y sin pre-
tratamiento con VPA (0.7 y 1.5 mM) durante 24 horas. Las barras de error representan los
intervalos de confianza del 99% de las 3 réplicas realizadas. (*) Datos que presentan una
diferencia estadisticamente significativa a un nivel de significacién (o) del 1% en comparacion

con el porcentaje de sobrevida del tratamiento con etopdsido solamente (ver Tabla 5).

En la Figura 19 se grafico la eficiencia relativa de plaqueo de los tratamientos combinados (VPA
+ Etopdsido) con respecto al tratamiento con etopdsido solamente. En este caso se tom6 como
100% la sobrevida de las células tratadas solamente con etopésido (20 y 50 pM). Los resultados
presentados en dicha Figura corresponden al porcentaje de sobrevida de cada combinacién de
VPA+ etopdsido con respecto a del tratamiento solamente con etopdsido (20 y 50 uM). Se
observé que el efecto de ambas dosis de VPA fue similar en las dos dosis de etopdsido. La
sobrevida resulto 2 y 2.8 veces menor en los tratamientos combinados con etopdsido 20 uM vy
en el caso de etopdsido 50 uM 3.2 y 3.7 veces para VPA 0.7 y 1.5 mM respectivamente, en

comparacion con la sobrevida del tratamiento con etopdsido solamente (Figura 19).
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Figura 19 - Eficiencia relativa de plaqueo de la linea celular 253J en los tratamientos combinados con cada
una de las dosis de acido valproico (VPA) (0.7 y 1.5 mM) con respecto al tratamiento con
etopdsido solamente (20 y 50 pM). En este caso se toma como 100% la sobrevida de las células
tratadas solamente con etopésido (20 y 50 uM), y los resultados presentados corresponden al
porcentaje de sobrevida de cada combinacion de VPA+ etopdsido con respecto a la presentada

por el tratamiento con cada dosis de etopdsido en particular.

HO: Sobrevida 253J con VPA (0,7 mM) + Eto = Sobrevida 253J con Eto

H1: Sobrevida 253J con VPA (0,7 mM) + Eto < Sobrevida 253J con Eto

Valor Critico 2,326 Nivel Significacion 1%
Estadistico: Resultado:

Eto 20 pM 3,824 Se Rechaza Ho
Eto 50 pM 4,358 Se Rechaza Ho

HO: Sobrevida 253J con VPA (1,5 mM) + Eto = Sobrevida 253J con Eto

H1: Sobrevida 253J con VPA (1,5 mM) + Eto < Sobrevida 253J con Eto

Valor Critico 2,326 Nivel Significacion 1%
Estadistico: Resultado:

Eto 20 pM 5,259 Se Rechaza Ho
Eto 50 uM 4,674 Se Rechaza Ho

Tabla 5- — Resultados de los contrastes de igualdad de proporciones para dos muestras realizados para
determinar si la sobrevida en el tratamiento combinado con las diferentes dosis de acido
valproico (VPA) y etoposido (Eto) (VPA 0,7 y 1,5 mM + Eto 20 y 50 uM) es significativamente
diferente (al 1% de significacion) de la sobrevida obtenida con el tratamiento con etopdsido
solamente en la linea celular 253J. Los dos contrastes realizados fueron de una cola (H1:
pX<pY).
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7.1.2- Tricostatina A

Al igual que en el caso de acido valproico, se analizé el efecto del tratamiento con tricostatina A
(TSA) durante 24 horas en la sobrevida y proliferacién de las lineas celulares tumorales 253J y
T24. A diferencia de lo observado con acido valproico, en el tratamiento solo con TSA se observé
una disminucién significativa de la sobrevida en forma dependiente de la dosis en las dos lineas
celulares. Como puede apreciarse en la Figura 20a el porcentaje de sobrevida con respecto al
control negativo en 253J fue de 32% y 26% con TSA 50 y 100 ng/ml respectivamente,
manteniéndose en 26% con TSA 200 ng/ml. Lo mismo pudo observarse en la linea celular T24,
obteniéndose valores de 15 % para TSA 50 ng/ml y 6% para las dosis de 100 y 200 ng/ml

respectivamente (Figura 20a).

Al analizar el efecto del tratamiento combinado de TSA (50 y 100 ng/ml) y etopésido (20 y 50 uM)
en la sobrevida de la linea celular 253J, se observo sensibilizacion al tratamiento con
etopdsido con ambas dosis de TSA en las dos dosis de este agente genotdxico. Es decir
que se constatdé una disminucion significativa en la sobrevida en comparacién con la de las
células expuestas a etopdsido solamente (Figura 20b). Tal como se presenta en la Tabla 6, al
realizar las pruebas de hipotesis para contrastar los resultados obtenidos en los tratamientos
combinados con los de las células tratadas solo con etopdsido, se pudo confirmar que la
sobrevida de las combinaciones de las dos dosis de TSA con las dos dosis de etopdsido fue

significativamente menor a un nivel de significacion del 1%.

Como puede verse en la figura 21, en el caso de etopdsido 20 uM los niveles de reduccion fueron
de 2.3 y 5 veces para TSA 50 y 100 ng/ml, respectivamente, en comparacion con la sobrevida
de las células expuestas a etoposido solamente. Mientras que para etopésido 50 uM la sobrevida
de los tratamientos combinados (TSA + Etopdsido) fue 3.4 y 4.5 veces menor que con el

tratamiento solo con etopdsido para TSA 50 y 100 ng/ml respectivamente (Figura 21).

Es posible atribuir la disminucién de la sobrevida observada en el tratamiento combinado (TSA
+ Etopdsido) a la potenciacion del efecto de etopdsido por parte de TSA, dado que la reduccién
de la sobrevida ocasionada por TSA en forma aislada fue menor que cuando las células fueron

expuestas a la combinacion de tratamientos.
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Figura 20- Eficiencia relativa de plaqueo obtenida en los ensayos clonogénicos realizados en la linea

celular 253J. a) Datos obtenidos en las células tratadas con Tricostatina A (TSA) por 24 horas.

b) Datos obtenidos luego del tratamiento con etopdsido (20 y 50 uM) con y sin pre-tratamiento

con TSA (50 y 100 ng/ml) durante 24 horas. Las barras de error representan los intervalos de

confianza del 99% de las 3 réplicas realizadas. (*) Datos que presentan una diferencia

estadisticamente significativa a un nivel de significacion (o) del 1% en comparacion con el

porcentaje de sobrevida del tratamiento con etopdsido solamente (Ver Tabla 6).
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Figura 21 - Eficiencia relativa de plaqueo de la linea celular 253J en los tratamientos combinados con cada
una de las dosis de Tricostatina A (TSA) (50 y 100 ng/ml) con respecto al tratamiento con
etoposido solamente (20 y 50 uM). En este caso se tom6 como 100% la sobrevida de las células
tratadas solamente con etopdésido (20 y 50 pM). Por tanto los resultados presentados
corresponden al porcentaje de sobrevida de cada combinacién de TSA+ etopdsido con respecto

a la presentada por el tratamiento con cada dosis de etopdsido en particular.

HO: Sobrevida 253J con TSA (50 mg/ml) + Eto = Sobrevida 253J con Eto

H1: Sobrevida 253J con TSA (50 mg/ml) + Eto < Sobrevida 253J con Eto

Valor Critico 2,326 Nivel Significacion 1%
Estadistico: Resultado:

Eto 20 pM 4,467 Se Rechaza Ho
Eto 50 pM 4,515 Se Rechaza Ho

HO: Sobrevida 253J con TSA (100 mg/ml) + Eto = Sobrevida 253J con Eto

H1: Sobrevida 253J con TSA (100 mg/ml) + Eto < Sobrevida 253J con Eto

Valor Critico 2,326 Nivel Significacion 1%
Estadistico: Resultado:

Eto 20 pM 7,002 Se Rechaza Ho
Eto 50 pM 5,170 Se Rechaza Ho

Tabla 6- — Resultados de los contrastes de igualdad de proporciones para dos muestras realizados para
determinar si la sobrevida en el tratamiento combinado con las diferentes dosis de tricostatina
Ay etoposido (TSA 50 y 100 ng/ml + Eto 20 y 50 uyM) es significativamente diferente (al 1%
de significacion) de la sobrevida obtenida con el tratamiento con etopdsido solamente en la

linea celular 253J. Los dos contrastes realizados fueron de una cola (H1: pX<pY).
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7.1.3- Butirato de sodio

En el caso del HDAC: butirato de sodio (NaB), se analizo la sobrevida y proliferacion celular luego
del tratamiento con etopdsido en dos lineas celulares tumorales humanas: 253J y T24 y en la
linea celular de hamster chino CHOK1. El efecto causado por el pre-tratamiento con NaB en la
sobrevida al tratamiento con etopdsido fue diferente en las tres lineas celulares evaluadas

(Méndez-Acuna et al. 2017, manuscrito en preparacion).

En la linea celular tumoral de vejiga 253J el pre-tratamiento con todas las dosis de NaB
empleadas sensibilizo a las células a la exposicion a etopésido. Es decir que la sobrevida
de las células expuestas a la combinacion de etopdsido con las dosis de NaB 1, 5y 10 mM
resultd significativamente menor (a=1%) que la de las células tratadas solamente con etopdsido
para las tres dosis de esta droga ensayadas (5, 20 y 50 uM) (Figura 22b y Tabla 7). Si bien el
tratamiento solamente con NaB redujo la sobrevida de esta linea celular en forma dependiente
de la dosis (Figura 22a), en la combinacién con las diferentes dosis de etopdsido la sobrevida
resulté mucho menor aun (Figura 22b), por lo que es posible atribuir la reduccion en la sobrevida

observada a la potenciacién del efecto del etopdsido por parte de NaB.

En las dosis de etopdsido mas altas (20 y 50 uM) el efecto de las tres dosis de NaB en la
disminucion de la sobrevida celular fue similar entre si. En la Figura 23 se grafica la eficiencia
relativa de plaqueo de los tratamientos combinados (NaB + Etopdsido) con respecto al
tratamiento con etopdsido solamente. Como se puede observar en esta Figura, para las dosis de
etoposido 20 y 50 uM la sobrevida con las tres dosis de NaB fue entre 3 y 4.5 veces menor que

la sobrevida en el tratamiento con etopdsido solamente.

Sin embargo, para la dosis de etopdsido 5 uM se observaron diferencias en la disminucién de la
sobrevida en los tratamientos combinados con las diferentes dosis de NaB. Con las dosis de NaB
mas elevadas la disminucién de la sobrevida fue mas pronunciada que con 1 mM, registrandose
una sobrevida 4.4 y 7.7 veces menor que con etopdsido solamente para NaB 5 y 10 mM,
respectivamente. Sin embargo, con NaB 1 mM en esta dosis de etopésido (5 uM) la sobrevida

fue solo 1.5 veces menor que con etopdsido solamente.

Es posible considerar la combinacién de dosis efectiva como la menor dosis de ambos agentes
a la que la sobrevida disminuye en mas de un 50% en comparacion con el control negativo. De
acuerdo a los resultados obtenidos para 253J la combinacion de dosis efectiva es la de NaB 5
mM con etopésido 5 pM, la que indujo una disminucion de la sobrevida de 4.4 veces en

comparacion con la obtenida en el tratamiento con etopésido solamente (Figura 23).
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Figura 22 - Eficiencia relativa de plaqueo con respecto al control negativo obtenida en los ensayos

clonogénicos realizados en la linea celular 253J. a) Datos obtenidos en las células tratadas

con butirato de sodio (NaB) (1, 5 y 10 mM) por 24 horas. b) Datos obtenidos luego del

tratamiento con etopdsido (5, 20 y 50 uM) (1 hora) con y sin pre-tratamiento con butirato de

sodio (NaB) durante 24 horas. Pool de datos de 3 experimentos independientes, cada uno

realizado en triplicado. Las barras de error representan los intervalos de confianza del 99%.

(*) Datos que presentan una diferencia estadisticamente significativa (a un nivel de

significacion (a) del 1%) en comparacién con los obtenidos en los tratamientos con la misma

dosis de etoposido pero sin tratamiento con NaB (ver Tabla 7).
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Figura 23 - Eficiencia relativa de plaqueo de la linea celular 253J en los tratamientos combinados con
cada una de las dosis de butirato de sodio (NaB) (1, 5 y 10 mM) con respecto al tratamiento
con etopdsido solamente (5, 20 y 50 uM).

|H0: Sobrevida 253J con NaB (1mM) + Eto = Sobrevida 253J con Eto
|H1: Sobrevida 253J con NaB (1mM) + Eto < Sobrevida 253J con Eto

Valor Critico 2,326 Nivel Significacién 1%
|Estadistico: Resultado:

|Eto 5 M 4,924 Se Rechaza Ho
|Eto 20 yM 10,648 Se Rechaza Ho
!Eto 50 yM 8,029 Se Rechaza Ho

|H£l: Sobrevida 253J con NaB (5mM) + Eto = Sobrevida 253J con Eto
|H1: Sobrevida 253J con NaB (5mM) + Eto < Sobrevida 253J con Eto

Valor Critico 2,326 Nivel Significacién 1%
|Estadistico: Resultado:

|Eto 5 M 13,064 Se Rechaza Ho

|Eto 20 UM 10,582 Se Rechaza Ho

!Eto 50 uMm 7,772 Se Rechaza Ho

HO: Sobrevida 253J con NaB (10mM) + Eto = Sobrevida 253J con Eto
H1: Sobrevida 253J con NaB (10mM) + Eto < Sobrevida 253J con Eto
Valor Critico 2,326 Nivel Significacion 1%

Estadistico: Resultado:

Eto 5 uM 9,365 Se Rechaza Ho

Eto 20 uM 6,613 Se Rechaza Ho

Eto 50 uM 4,729 Se Rechaza Ho

Tabla 7 — Resultados de los contrastes de igualdad de proporciones para dos muestras realizados para
determinar si la sobrevida en el tratamiento combinado con las diferentes dosis de butirato
de sodio y etoposido (NaB 1, 5y 10 mM + Eto) es significativamente diferente (al 1% de
significacién) de la sobrevida obtenida al realizar el tratamiento con etopdsido solamente en
la linea celular 253J. HO es la hipotesis nula y H1 la hipotesis alternativa. Los tres contrastes

realizados fueron de una cola (H1: pX<pY).

63



En la linea celular tumoral de vejiga T24 se observoé sensibilizacién por las tres dosis de NaB
aunque no para todas las dosis de etopésido. Es decir que el efecto del pre-tatamiento con
NaB en la sobrevida celular fue diferente dependiendo de las dosis de NaB y de etopdsido

empleadas.

Como se observa en la Figura 24b, la dosis de etopoésido 5 uM fue la Unica en la que se observo
sensibilizacion con las tres dosis de NaB. En esta dosis de etopdsido, se observé una
disminucion significativa de la sobrevida (a=1%) en las células pre-tratadas con NaB 1, 5y 10
mM en comparacion con la sobrevida de las células expuestas a etopdsido solamente,
observandose mayor sensibilizacion a medida que aumento la dosis de NaB (Figura 24b, Tabla
8). Como se puede apreciar en la Figura 25, en los tratamientos combinados de etopdsido 5 uM
con NaB 1, 5y 10 mM la sobrevida resultd 1.3, 4.5 y 33.3 veces menor, respectivamente, que en

los tratamientos con etopdsido solamente.

En las dosis de etopoésido 20 y 50 uM la sobrevida disminuyé en forma significativa (a=1%) en
los tratamientos combinados con respecto a la de las células expuestas a etopdsido solo con las
dosis de NaB mayores (5 y 10 mM), pero no con NaB 1 mM (Figura 24b, Tabla 8). Como puede
verse en la Figura 25, en el caso de etopdsido 20 pM la combinacion con NaB 5 mM resulté en
una sobrevida 3 veces menor que con etopdsido solamente, mientras que con NaB 10 mM no
existié sobrevida. Lo mismo ocurrié con esta dosis de NaB para etopésido 50 uM. Mientras que
con NaB 5 mM en combinaciéon con etopésido 50 uM la disminucién de la sobrevida fue de 4.7

veces en comparacion con las células tratadas solo con etopdsido (Figura 25).

Si bien en esta linea celular en el tratamiento solamente con NaB las dosis de 5 y 10 mM
produjeron una disminucién significativa de la sobrevida (29% y 4% respectivamente) con
respecto al control negativo (Figura 24a), en la combinacion de las mismas con etopdsido la
disminucion resulté aun mayor (Figura 24b). Por lo tanto, se puede decir que existié una

potenciacién del efecto del etopdsido por parte de NaB.

Al igual que para 253J, la combinacion de dosis efectiva en el caso de T24 resulté ser NaB 5 mM
combinada con Etopésido 5 pM, que redujo la sobrevida 4.5 veces en comparacion con el

tratamiento con etopésido solamente (Figura 25).
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Figura 24 - Eficiencia relativa de plaqueo con respecto al control negativo obtenida en los ensayos

clonogénicos realizados en la linea celular T24. a) Datos obtenidos en las células tratadas con

butirato de sodio (NaB) (1, 5y 10 Mm) por 24 horas. b) Datos obtenidos luego del tratamiento

con etoposido (5, 20 y 50 uM) (1 hora) con y sin pre-tratamiento con butirato de sodio (NaB)

durante 24 horas. Pool de datos de 4 experimentos independientes, cada uno realizado en

triplicado. Las barras de error representan los intervalos de confianza del 99%. (*) Datos que

presentan una diferencia estadisticamente significativa a un nivel de significacion (a) del 1% en

comparacion con la sobrevida de las células tratadas con la misma dosis de etopdsido pero sin

tratamiento con NaB (ver Tabla 8).

65



T24
Butirato de sodio + etopésido respecto a etopésido

M NaB (1 mM) + Eto

o | M NaB (5 mM) + Eto
120% 108%

B NaB (10 mM) + Eto

100% -

80% -

60% -

40% -

Eficiencia Relativa de Plaqueo

20% -

0% -

5 20 50
Dosis Etopdsido(uM)

Figura 25 - Eficiencia relativa de plaqueo de la linea celular T24 en los tratamientos combinados con cada
una de las dosis de butirato de sodio (NaB) (1, 5 y 10 mM) con respecto al tratamiento con
etopdsido solamente (5, 20 y 50 yM).

HO: Sobrevida T24 con NaB (1mM) + Eto = Sobrevida T24 con Eto
H1: Sobrevida T24 con NaB (1mM) + Eto < Sobrevida T24 con Eto

Valor Critico 2,326 Nivel Significacion 1%
|Estadistico: Resultado:

|Eto 5pM 7,501 Se Rechaza Ho
|Eto 20 yM -1,550 No Se Rechaza Ho
!Eto 50 yM 0,794 No Se Rechaza Ho

HO: Sobrevida T24 con NaB (5mM) + Eto = Sobrevida T24 con Eto
H1: Sobrevida T24 con NaB (5mM) + Eto < Sobrevida T24 con Eto

Valor Critico 2,326 Nivel Significacién 1%
|Estadistico: Resultado:

|Eto 5uM 32,279 Se Rechaza Ho

IEto 20 M 15,210 Se Rechaza Ho

!Eto 50 uM 9,555 Se Rechaza Ho

HO: Sobrevida T24 con NaB (10mM) + Eto = Sobrevida T24 con Eto
H1: Sobrevida T24 con NaB (10mM) + Eto < Sobrevida T24 con Eto
Valor Critico 2,326 Nivel Significacion 1%
Estadistico: Resultado:

Eto 5 yM 25,000 Se Rechaza Ho

Eto 20 uM 13,208 Se Rechaza Ho

Eto 50 uM 6,708 Se Rechaza Ho

Tabla 8 — Resultados de los contrastes de igualdad de proporciones para dos muestras realizados para
determinar si la sobrevida entre el tratamiento combinado con las diferentes dosis de butirato
de sodio y etopdsido (NaB 1, 5 y 10 mM + Eto) es significativamente diferente (al 1% de
significacidn) de la sobrevida obtenida con el tratamiento con etopdsido solamente en la linea
celular T24. HO es la hipdtesis nula y H1 la hipotesis alternativa. Los tres contrastes realizados

fueron de una cola (H1: pX<pY).
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A diferencia de lo observado en las lineas celulares tumorales de vejiga humanas, en la linea
celular de hamster chino CHO K1 solo el tratamiento combinado con NaB 1 mM sensibilizé a
las células al tratamiento con etopodsido para las dosis de 5y 10 uM, aunque no para las
dosis de etopdsido mayores. En estos dos tratamientos combinados (NaB 1 mM + Etopdsido
5y 10 yM) la sobrevida resulté significativamente menor (a=1%) que en el tratamiento con
etoposido solamente (Figura 26b, Tabla 9). Como puede apreciarse en la Figura 27, con NaB 1
mM en las dosis de etopdsido 5 y 10 uM en el tratamiento combinado se obtuvo una sobrevida
1.4 veces menor que la observada con etopésido solamente. Sin embargo, en el caso de las
dosis de etoposido 20 y 40 uM, la sobrevida con la combinacion con NaB 1 mM resultd
practicamente igual que en el tratamiento solo con etopdsido (Figuras 26b y 27, Tabla 9). A pesar
de que el tratamiento solamente con NaB 1 mM provocd la disminucion de la sobrevida a un 78%
en comparacion con el control negativo (Figura 26a), la sobrevida del tratamiento combinado
(NaB 1 mM + Etopdsido 5 y 10 pM) fue significativamente menor (Figura 26b). Por lo tanto, la
disminucion de la sobrevida observada en el tratamiento combinado en comparacion con la del
tratamiento solo con etopdsido para las dosis de 5y 10 uM puede ser atribuida a la potenciacion

del efecto de etopdsido por esta dosis de NaB (1 mM).

En el caso de NaB 5 mM, esta dosis de NaB no tuvo efecto potenciador del etopdsido en el
tratamiento combinado (NaB 5 mM + Etopdsido), sino que por el contrario, la sobrevida resulté
significativamente mayor que en el tratamiento solo con etopésido (dosis de 20 y 40 uM)
(Figura 26b). En la Figura 27 se puede apreciar que la sobrevida de las células expuestas a la
combinacién de NaB 5 mM + Etopdsido 20 y 40 pM resultd 2.5 y 3.7 veces mayor,

respectivamente, que la de las células tratadas solo con etopdsido.

En la Tabla 9 se presentan las pruebas de hipétesis realizadas para contrastar los resultados
obtenidos en los tratamientos combinados en comparacién con etopdsido solamente. En ambas
dosis de NaB la hipétesis nula (HO) supone que la sobrevida en ambos tipos de tratamientos fue
igual. Sin embargo, a diferencia de NaB 1 mM, en el caso de NaB 5 mM la hipétesis alternativa
(H1) considera que la sobrevida en el tratamiento combinado fue mayor que en el tratamiento
solo con etopésido. En esta dosis de NaB, para las dosis de etopdsido 5y 10 uM no fue posible
rechazar la HO, por lo que los valores de sobrevida obtenidos no presentan una diferencia
estadisticamente significativa en el tratamiento combinado (NaB 5 mM + Etopdsido) en
comparacion con la sobrevida de etopoésido solamente. Pero en el caso de las dosis de etopdsido
20 y 40 pM, la diferencia observada en los tratamientos combinados resulté estadisticamente

significativa (a= 1 %).

En el caso de CHOK1, la combinacién de dosis efectiva resulté ser NaB 1 mM combinada con
Etopodsido 5 pM, que redujo la sobrevida 1.4 veces en comparaciéon con el tratamiento con

etopdsido solamente (Figura 27).
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Figura 26 — Eficiencia relativa de plaqueo obtenida en los ensayos clonogénicos realizados en la linea

celular de hamster chino CHOK1. a) Datos obtenidos en las células tratadas con butirato de

sodio (NaB) (1 y 5 mM) por 24 horas. b) Datos obtenidos luego del tratamiento con etopdsido

(5, 10, 20 y 40 uM) con y sin pre-tratamiento con NaB durante 24 horas. Pool de datos de 3

experimentos independientes, cada uno realizado en cuadruplicado. Las barras de error

representan los intervalos de confianza del 99%. (*) y (**) Datos que presentan una diferencia

estadisticamente significativa a un nivel de significacion del 1% y 5 % respectivamente en
9

comparacion con el porcentaje de sobrevida del tratamiento con etopdsido solamente.
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Figura 27 - Eficiencia relativa de plaqueo de la linea celular CHOK1 en los tratamientos combinados con

cada una de las dosis de butirato de sodio (NaB) (1 y 5 mM) con respecto al tratamiento con

etopdsido solamente (5, 10, 20 y 40 pM).

H,y: Sobrevida CHOK1 con NaB (1mM) + Eto = Sobrevida CHOK1 con Eto

H,: Sobrevida CHOK1 con NaB (1mM) + Eto < Sobrevida CHOK1 con Eto

Valor Critico 2,326 Nivel Significacion 1%
Estadistico: Resultado:

Eto 5 uM 6,868 Se Rechaza Ho
Eto 10 uM 5,838 Se Rechaza Ho
Eto 20 uM 0,639 No Se Rechaza Ho
Eto 40 uM 0,226 No Se Rechaza Ho

|Hy: Sobrevida CHOK1 con NaB (5mM) + Eto = Sobrevida CHOK1 con Eto

|H1: Sobrevida CHOK1 con NaB (5mM) + Eto > Sobrevida CHOK1 con Eto

Valor Critico 2,326  Nivel Significacién 1%
|Estadistico: Resultado:

IEto 5pM -1,410 No Se Rechaza Ho
IEto 10 pyMm 1,980 No Se Rechaza Ho
IEto 20 pMm 16,143 Se Rechaza Ho
!Eto 40 M 15,327 Se Rechaza Ho

Tabla 9 — Resultados de los contrastes de igualdad de proporciones para dos muestras realizados
para determinar si la sobrevida entre el tratamiento combinado con las diferentes dosis
de butirato de sodio y etopdsido (NaB 1 y 5 mM + Eto 5, 10, 20 y 40 uM) es
significativamente diferente (al 1% de significaciéon) de la sobrevida obtenida con el
tratamiento con etopdsido solamente en la linea celular CHOK1. HO es la hipétesis nula

y H1 la hipétesis alternativa. Los dos contrastes realizados fueron de una cola. En el

caso de NaB 1 mM H1: pX<pY y en el de NaB 5 mM H1: pX>pY.
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7.2- Efecto de inhibidores de desacetilasas de histonas en el dano producido por
agentes genotoxicos

Uno de los mecanismos subyacentes a la sensibilizacion generada por los inhibidores de
desacetilasas de histonas (HDACI) descrita en la seccion 7.1, podria ser un mayor dafio inducido
en el ADN cuando las células son pre-tratadas con estos inhibidores. Esto podria conducir a la
menor sobrevida de las células expuestas al tratamiento combinado del HDACi y el inductor de

dafio en el ADN, en comparacion con las células tratadas solamente con este ultimo.

De los tres HDACI cuyo efecto en la sobrevida fue analizado en la seccion 7.1, se seleccionaron
VPA y NaB para profundizar en su influencia en el dafo producido por diferentes agentes
inductores de rupturas de doble cadena (RDC) en el ADN. Mientras que el efecto de TSA fue
analizado en el dafio inducido por la radiaciéon UVC. Los motivos de esta seleccién se detallan a

continuacion.

En el caso de VPA, éste fue el unico de los tres HDACi analizados que no presenté disminucién
de la sobrevida cuando las células fueron expuestas en forma aislada a este agente (Figura 18a).
Por lo tanto, su efecto en la menor sobrevida en el tratamiento combinado (VPA + Etopdsido) en
comparacion con la sobrevida de las células expuestas solo a etopdsido (Figura 18b), puede ser
atribuido enteramente a la potenciacion del efecto del etopdsido. Por consiguiente, si existiera
una relacion directa entre la disminucion de la sobrevida y una mayor induccién de dafio en el
ADN por parte del etoposido, la misma quedaria en evidencia en los ensayos combinados

realizados con este agente.

Por otra parte, en el caso de NaB en los analisis de sobrevida, las diferentes lineas celulares
evaluadas presentaron diferencias en la sensibilidad al tratamiento combinado con las diversas
dosis de este agente y etopédsido (Figuras 22b, 24b y 26b). Por lo tanto, si el nivel de dano
inducido en el ADN estuviera en la base de la sensibilizacion al etopésido, se esperaria que las
diferencias observadas en términos de sobrevida entre las diferentes dosis de NaB también se

vieran reflejadas en diferencias en el dafno inducido en el ADN.

En el caso de TSA, los analisis de sobrevida realizados evidenciaron sensibilizacion de la linea
celular tumoral 253J al ser expuesta al tratamiento combinado de este HDACi y etopésido (Figura
20b). A su vez, ensayos clonogénicos empleando UVC como agente genotoxico realizados en
nuestro laboratorio, en la linea celular de hamster chino AA8, también demostraron la
sensibilizacion de estas células al ser pre-tratadas con este HDACi (Bervejillo 2009 y Valencia-
Payan 2016). Asimismo, se encontré un elevado nivel de aberraciones cromosdmicas y de
células apoptéticas en esta linea celular sometida al tratamiento combinado TSA+UVC (Moreno-
Ortega 2016 y Valencia-Payan 2016). Por lo tanto, resulta de interés analizar la influencia de este
HDACI en la induccién de dano por UVC, que induce dimeros de pirimidina ciclobutano (CPDs)

y 6-4 fotoproductos como lesién primaria sobre el ADN.
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A continuacion se presentan los resultados del efecto de los HDACi VPA, NaB y TSA en el dafio
inducido por agentes genotdxicos con diferente mecanismo de accién sobre el ADN: etopdsido
(inhibidor de la topoisomerasa Il) y radiaciones ionizantes (rayos X y rayos y), inductores de
RDCs en forma indirecta y directa respectivamente; y radiacion UV-C, inductor de dimeros de
pirimidina.

Para esta evaluacion se emple6 el ensayo cometa (version alcalina) que permite evidenciar un
amplio rango de lesiones en el ADN como rupturas de simple y doble cadena, sitios de reparacién
por escision y sitios alcali-labiles. En el caso de VPA, su efecto en el dafio inducido por
radiaciones ionizantes también fue analizado mediante la cuantificacion de foci yH2AX ademas

de por el ensayo cometa.

7.2.1 - Efecto de inhibidores de desacetilasas de histonas en el dafio en el ADN inducido
por etoposido

Se empled la dosis de etopdsido 20 uM dado que entre las dosis utilizadas en combinacion con
los diferentes HDACi en los ensayos clonogénicos (Seccién 7.1), ésta fue en la que se
observaron las mayores diferencias en términos de sobrevida entre las distintas dosis de los tres
HDACIi analizados.

7.2.1.1- Acido valproico

La influencia de acido valproico (VPA) en el dafo en el ADN inducido por etopdsido fue evaluada
en la linea celular linfoblastoide humana FLEBV con y sin pre-tratamiento con este HDACI
durante 24 horas.

Como puede verse en la Figura 28, el nivel de dafio inducido por etopdsido con la combinacion
de las dos dosis de VPA ensayadas (0.7 y 1.5 mM) no resulto significativamente diferente (a=1%)
al inducido en las células expuestas a etopdsido solamente. Es decir que los valores de nivel de
dafno (Tail Moment) de los tratamientos combinados se encontraron en el mismo rango que el
dafo inducido por etopdsido en forma aislada. En la Tabla 10 se presentan las pruebas de

hipétesis realizadas para contrastar dichos resultados.
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FLEBV - VPA + Etopdsido

2 T Control
1

mVPA 0,7 mM
VPA1,5mM

H Etopdsido

Tail Moment

HVPA 0,7 mM + Eto

BVPA 1,5 mM+ Eto

| == il 77

Tratamiento

Figura 28 — Dano inducido en el ADN por etopésido (20 uM) con y sin pre-tratamiento con el inhibidor de
desacetilasas de histonas acido valproico (VPA) (0.7 y 1.5 mM) evaluado mediante el ensayo
cometa (Tail moment) en la linea celular linfoblastoide humana FLEBV. Datos promediados
del andlisis de 100 células + SEM.

HO: Daiio en el ADN FLEBV con VPA (0,7 mM) + Eto = Daio en el ADN FLEBV con Eto

H1: Dafio en el ADN FLEBV con VPA (0,7 mM) + Eto > Dafio en el ADN FLEBV con Eto

Nivel Significacion 1%

Dosis: p-value Resultado:

Eto 20 pM 0,429 No Rechaza HO

HO: Daio en el ADN FLEBV con VPA (1.5 mM) + Eto = Dafio en el ADN FLEBV con Eto|

H1: Daio en el ADN FLEBV con VPA (1.5 mM)+ Eto < Daio en el ADN FLEBV con Eto

Nivel Significacion 1%

Dosis: p-value Resultado:

Eto 20 uyM 0,527 No Rechaza HO

Tabla 10 — Resultados de los contrastes de igualdad de proporciones para dos muestras realizados para
determinar si el nivel de dafo inducido por el tratamiento combinado con las diferentes dosis de
acido valproico y etopdsido (VPA 0.7 y 1.5 mM + Eto 20 uM) es significativamente diferente
(a=1%) del dafio inducido luego del tratamiento solo con etopdsido en la linea celular FLEBV.
HO es la hipétesis nula y H1 la hipétesis alternativa. Los dos contrastes realizados fueron de

una cola. En el caso de VPA 0.7 mM H1: pX>pY y en el de VPA 1.5 mM H1: pX<pY.

7.2.1.2- Butirato de sodio

El dafio inducido en el ADN por etopdsido con y sin pre-tratamiento con butirato de sodio (NaB)
(1 y 5 mM), fue evaluado en las lineas celulares humanas tumorales de vejiga 253Jy T24, en la
linea linfoblastoide humana FLEBV y en las lineas de hamster chino CHOK1 y CHOxrs5.

Como se puede apreciar en la Figura 29 (a y b), en las dos lineas celulares tumorales de vejiga
en el tratamiento combinado de NaB 1 mM + Etopdsido el dafio inducido en el ADN resulté

significativamente mayor (a=1%) que en las células expuestas a etopdsido solamente (Tabla 11)
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Sin embargo, en la linea linfoblastoide humana FLEBV y en CHOK1 no existié diferencia

estadisticamente significativa entre ambos tratamientos (Figura 29 c y d) (Tabla 11).

Por el contrario, en el caso de la combinacién de etopdsido con NaB 5 mM, el dafio inducido en
el ADN resulto significativamente menor (¢=1%) que en el tratamiento con etopdsido solamente,
exceptuando a 253J (Figura 29 a-d) (Tabla 11) (Méndez-Acufa et al. 2017, manuscrito en

preparacion).

253J - NaB + Etopésido T24 - NaB + Etopdsido
18 10
* Control * Control
9
1 ENaB 1 mM € BNaB 1 mM
- [ 8
S 1 EINaB 5 mM g DNaB5 mM
7
g 12 W Etopdsido = W Etopdsido
= 0 WNaB 1 mM + Eto s BNaB 1 mM + Eto
I‘—B M NaB 5 mM + Eto ° HNaB 5 mM + Eto

-
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Figura 29 — Dano inducido en el ADN por etopésido (20 uM) con y sin pre-tratamiento con el inhibidor de
desacetilasas de histonas butirato de sodio (NaB) (1 y 5 mM) durante 24 horas evaluado
mediante el ensayo cometa (Tail moment) en las lineas celulares tumorales de vejiga
humanas: 253J y T24 (a y b respectivamente), en la linea celular linfoblastoide humana
FLEBV (c) y en la linea celular de hamster chino CHOK1 (d). Datos promediados de
experimentos independientes + SEM. (*) Datos que presentan una diferencia
estadisticamente significativa (a un nivel de significacion (o) del 1%) en comparacién con

los obtenidos en los tratamientos solamente con etopdsido.
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HO: Dafio en el ADN 253J con NaB (1 mM) + Eto = Dafio en el ADN 253J con Eto
1

H1: Daiio en el ADN 253J con NaB (1 mM) + Eto > Daiio en el ADN 253J con Eto

HO: Dafio en el ADN 253J con NaB (5 mM) + Eto = Dafio en el ADN 253J con Eto
1

H1: Daiio en el ADN 253J con NaB (5 mM) + Eto > Daio en el ADN 253J con Eto

Nivel Significacion 1%

Nivel Significacion 1%

Dosis: p-value Resultado:

Dosis: p-value Resultado:

Eto 20 uM 0,000 Rechaza HO

Eto 20 uM 0,178 No Rechaza HO

HO: Dafio en el ADN T24 con NaB (1 mM) + Eto = Daiio en el ADN T24 con Eto

HO: Dafio en el ADN T24 con NaB (5 mM) + Eto = Daiio en el ADN T24 con Eto

H1: Dafio en el ADN T24 con NaB (1 mM) + Eto > Daiio en el ADN T24 con Eto

H1: Dafio en el ADN T24 con NaB (5 mM) + Eto < Daiio en el ADN T24 con Eto

Nivel Significacion 1%

Nivel Significacion 1%

Dosis: p-value Resultado:

Eto 20 uM 0,000004 Rechaza HO

Dosis: p-value Resultado:

Eto 20 uM 0,00001 Rechaza HO

HO: Daiio en el ADN FLEBV con NaB (1 mM) + Eto = Dafio en el ADN FLEBV con Eto

HO: Daiio en el ADN FLEBV con NaB (5 mM) + Eto = Dafio en el ADN FLEBV con Eto

H1: Daio en el ADN FLEBV con NaB (1 mM) + Eto > Daio en el ADN FLEBV con Eto

H1: Daio en el ADN FLEBV con NaB (5 mM) + Eto < Dafo en el ADN FLEBV con Eto

Nivel Significacion 1%

Nivel Significacion 1%

Dosis: p-value Resultado:

Dosis: p-value Resultado:

Eto 20 uM 0,39490 No Rechaza HO

Eto 20 pM 0,00029 Rechaza HO

HO: Dafio en el ADN CHOK1 con NaB (5mM) + Eto = Dafio en el ADN CHOK1 con Eto

HO: Dafio en el ADN CHOK1 con NaB (1mM) + Eto = Dafo en el ADN CHOK1 con Eto

H1: Dafio en el ADN CHOK1 con NaB (5 mM) + Eto < Dafio en el ADN CHOK1 con Eto

H1: Dafio en el ADN CHOK1 con NaB (1mM) + Eto < Daiio en el ADN CHOK1 con Eto

Nivel Significacién 1%

Nivel Significacion 1%

Dosis: p-value Resultado:

Dosis: p-value Resultado:

Eto 20 pM 0,0000004 Rechaza HO

Eto 20 uM 0,2102271 No Rechaza HO

Tabla 11 — Resultados de los contrastes de igualdad de proporciones para dos muestras realizados para

determinar si el dafo inducido en el ADN en el tratamiento combinado con las diferentes dosis

de butirato de sodio y etopdsido (NaB 1 y 5 mM + Eto 20 yM) es significativamente diferente

(2=1%) del inducido con el tratamiento con etopdsido solamente en las lineas celulares 253J,

T24, FLEBV y CHOK1. HO es la hipotesis nula y H1 la hipotesis alternativa. Los dos contrastes

realizados fueron de una cola.

Una posible explicacion al menor dafo inducido en los tratamientos combinados de etopdsido

con NaB 5 mM, podria ser una mayor eficiencia de reparacion del dafio en el ADN en las células

pre-tratadas con este agente durante el tiempo de exposicién a etopdsido (1 hora). Para evaluar

esta posibilidad se analiz6 el dafio genético inducido por este agente con y sin pre-tratamiento

con NaB (5 mM) en la linea celular CHOxrs5, deficiente en el sistema de reparacion de RDCs

por reasociacion de extremos no homologos (NHEJ), mediante el cual se reparan las lesiones

inducidas por etopdsido. Como se puede ver en la Figura 30, CHOxrs5 presenté un nivel de dafo

significativamente menor en las células pre-tratadas con NaB (5 mM) en comparacion con las

expuestas a etopdsido solamente, al igual que CHOK1 (Tabla 12) (Méndez-Acufa et al. 2017,

manuscrito en preparacion). Por lo tanto, este resultado indica que el menor nivel de dafo

genético inducido en CHOK1 sometida al tratamiento combinado con NaB (5mM) no es debido

a un estimulo del proceso de reparacion durante el tiempo de tratamiento con etopdsido.
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Figura 30 — Dafo inducido en el ADN por etopdsido (20 uM) con y sin pre-tratamiento con butirato de sodio
(NaB) (5 mM) cuantificado mediante el ensayo cometa (Tail Moment) en la linea celular CHO
xrs5, deficientes en el sistema de reparacion NHEJ. Datos promediados de tres experimentos
independientes +/- SEM. (*) Datos que presentan una diferencia estadisticamente significativa
(a un nivel de significacion (o) del 1%) en comparacion con los obtenidos en los tratamientos

solamente con etopdsido.

HO: Daiio en el ADN CHO xrs-5 con NaB (5mM) + Eto = Dafio en el ADN CHO xrs-5 con Eto

H1: Daiio en el ADN CHOK1 con NaB (5 mM) + Eto < Dafio en el ADN CHOK1 con Eto

Nivel Significacion 1%

Dosis: p-value Resultado:

Eto 20 yM 0,00000 Rechaza HO

Tabla 12 — Resultado del contraste de igualdad de proporciones para dos muestras realizados para
determinar si el dafo inducido en el ADN en el tratamiento combinado con butirato de sodio y
etoposido (NaB 5 mM + Eto 20 uM) es significativamente diferente (a= 1%) del inducido con el
tratamiento con etopdsido solamente en la linea celular CHO xrs5. HO es la hipotesis nula y H1

la hipdtesis alternativa. Los dos contrastes realizados fueron de una cola. H1: pX<pY.

A los efectos de poder explicar los diferentes resultados obtenidos a nivel del dafio en el ADN
inducido por etopdsido en presencia de NaB, se analizo el efecto de este HDACI en la progresion

del ciclo celular.

7.2.1.2.1- Efecto de butirato de sodio en la progresion del ciclo celular

Se ha constatado que algunos HDACi como el NaB pueden afectar la progresion del ciclo celular
(Munshi et al. 2005; Yaneva et al. 2005). A su vez, las células que se encuentran en diferentes
fases del ciclo celular presentan diferente sensibilidad al etopdsido (Johnson et al. 2001; Adachi
et al. 2003). Tomando en cuenta estos dos hechos, se consideré la posibilidad de que los
resultados obtenidos en relacion a sobrevida celular (Seccion 7.1.3) e induccién de dafno en el
ADN en los tratamientos combinados de butirato de sodio (NaB) y etopésido (Seccion 7.2.1.2)
pudieran estar afectados por un cambio en la progresion del ciclo celular inducido por NaB. Dado

que los cultivos celulares fueron pre-tratados con NaB durante 24 horas, esto podria conducir a
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que la poblacion celular expuesta a etopdsido en forma posterior haya resultado enriquecida en

alguna de las fases del ciclo, lo cual incluso podria ser diferente en las distintas lineas celulares.

Con el fin de corroborar esta hipoétesis, se analizé la progresién del ciclo celular en presencia y
ausencia de este HDACI, evaluando el contenido de ADN mediante citometria de flujo en las
lineas celulares 253J, T24 y CHOK1. Como puede apreciarse en la Figura 31, en el caso del
tratamiento con NaB 1 mM los porcentajes de células en cada una de las fases del ciclo (G1, S
0 G2/M) se encontraron en el mismo rango que los de los controles negativos para las tres lineas
celulares evaluadas (Méndez-Acufa et al. 2017, manuscrito en preparacion). Por lo tanto, es

posible concluir que esta dosis de NaB no tuvo efecto en la progresion del ciclo celular en ninguna

de ellas.
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Figura 31 — Analisis del contenido de ADN mediante citometria de flujo en las lineas celulares 253J (a),
T24 (b) y CHOK1 (c) tratadas con etopdsido en presencia y ausencia de butirato de sodio
(NaB o N) (1 o 5 mM). En base al contenido de ADN se presenta el porcentaje de células

en cada una de las fases del ciclo celular (G1, S y G2/M).

Sin embargo, a diferencia de lo observado para NaB 1 mM, en los tratamientos con NaB 5 mM
tanto solo como en combinacion con etopdsido en las tres lineas celulares, se observé una
disminucion significativa del porcentaje de células en la fase S, con el consiguiente aumento del
porcentaje de células en la fase G1 en dos de ellas (T24 y CHOK1). En la Figura 32 se presentan
los porcentajes de aumento y disminucién de las células en las fases del ciclo celular G1y S
respectivamente en el tratamiento combinado NaB 5 mM + etopésido en comparacién con el

tratamiento solo con etopdsido para cada una de las lineas celulares. Como puede verse en esta
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Figura en el caso de la linea celular T24 el porcentaje de células en la fase S se redujo un 72%
(Figura 32 b) y el de las células en G1 aumenté un 22% (Figura 32 a). En la linea celular 253J la
reduccion en el porcentaje de células en la fase S fue de un 44% (Figura 32 b) pero no se observé
un aumento significativo en el porcentaje de células en G1 (Figura 32 a), mientras que en la linea
CHOK1 la disminucién en S fue de un 70% (Figura 32 b) y el porcentaje de células en G1

aumento un 98% con respecto al tratamiento solo con etopésido (Figura 32 a).

% de disminucion de células en fase S

o .
% de aumento de células en fase G1 NaB 5 mM + Etopésido con respecto a Etopésido

NaB 5 mM + Etopdsido con respecto a Etopdsido
253) T24 CHOK1
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Figura 32 — Variacion de los porcentajes de células en las fases G1y S (a y b respectivamente) en el
tratamiento combinado NaB 5 mM y Etopdsido en comparacion con el tratamiento solo con

etopdsido en las lineas celulares 253J, T24 y CHOK1.
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7.2.2 - Efecto de inhibidores de desacetilasas de histonas en el daifio inducido en el ADN
por radiaciones ionizantes

7.2.2.1 - Rayos X
Se analizé el dafio inducido por rayos X (2 Gy) con y sin pre-tratamiento con acido valproico

(VPA) y butirato de sodio (NaB) durante 24 horas en la linea celular linfoblastoide humana
FLEBV.

7.2.2.1.1- Acido valproico

Como puede verse en la Figura 33, el nivel de dafio inducido por 2 Gy de rayos X en combinacion
con las dos dosis de VPA ensayadas (0.7 y 1.5 mM), a diferencia de lo observado en el caso de
etopdsido (Figura 28), resultd levemente superior al inducido en ausencia de VPA. Sin embargo,
al realizar las pruebas de hipétesis para contrastar estos resultados, dicha diferencia no resultd

estadisticamente significativa para ninguna de las dos dosis de VPA ensayadas (Tabla 13).

FLEBV - VPA + Rayos X
[ Control

EVPA 0,7 mM
OVPA 1,5 mM

HRX 2 Gy

Tail Moment

HVPA 0,7 mM + RX

EVPA 1,5 mM+ RX

H

a1 1

Tratamiento

Figura 33 - Dafo inducido en el ADN por rayos X (2 Gy) en la linea celular FLEBV con y sin pre-tratamiento
con acido valproico (VPA) (0.7 y 1.5 mM) cuantificado mediante el ensayo cometa (Tail

Moment). Datos promediados del analisis de 100 células +/- SEM.
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HO: Daio en el ADN FLEBV con VPA (0.7 mM) + RX = Dafo en el ADN FLEBV con RX

H1: Daiio en el ADN FLEBV con NaB (0.7 mM) + RX > Daiio en el ADN FLEBV con RX

Nivel Significacion 1%

Dosis: p-value Resultado:

Rayos X 2 Gy 0,106 No Rechaza HO

HO: Daio en el ADN FLEBV con VPA (1.5 mM) + RX = Daio en el ADN FLEBV con RX

H1: Dafio en el ADN FLEBV con NaB (1.5 mM) + RX > Dario en el ADN FLEBV con RX

Nivel Significacion 1%

Dosis: p-value Resultado:

Rayos X 2 Gy 0,122 No Rechaza HO

Tabla 13 — Resultados de los contrastes de igualdad de proporciones para dos muestras realizados para
determinar si el dafo inducido en el ADN en el tratamiento combinado con acido valproico y
rayos X (VPA 0.7 y 1.5 mM + RX 2 Gy) es significativamente diferente (al 1% de significacion
(a)) del inducido con el tratamiento solamente con rayos X en la linea celular FLEBV. HO es
la hipétesis nula y H1 la hipotesis alternativa. Los dos contrastes realizados fueron de una

cola. H1: pX>pY

7.2.2.1.2- Butirato de sodio

Los resultados obtenidos en el caso de butirato de sodio (NaB) coinciden con lo observado con
VPA. Si bien los niveles de dafo inducido en los tratamientos combinados (NaB 1y 5 mM +
Rayos X) son mayores que el inducido por la exposicién a rayos X en ausencia de este HDACI
(Figura 34), esta diferencia no resulté estadisticamente significativa para ninguna de las dos

dosis de NaB analizadas (Tabla 14).

FLEBV - NaB + Rayos X

HControl

7 ENaB1mM
ONaB5 mM
HRX 2 Gy
®NaB1mM +RX

Tail Moment

ENaB 5 mM+RX

Al I8

Tratamiento

Figura 34- Dafo inducido en el ADN por rayos X (2 Gy) en la linea celular FLEBV con y sin pre-tratamiento
con butirato de sodio (NaB) (1 y 5 mM) cuantificado mediante el ensayo cometa (Tail Moment).

Datos promediados del analisis de 100 células +/- SEM.
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HO: Daio en el ADN FLEBV con NaB (1 mM) + RX = Dafio en el ADN FLEBV con RX

H1: Daio en el ADN FLEBV con NaB (1 mM) + RX > Dafio en el ADN FLEBV con RX

Nivel Significacién 1%

Dosis: p-value Resultado:

Rayos X 2 Gy 0,168 No Rechaza HO

HO: Daio en el ADN FLEBV con NaB (5 mM) + RX = Dafio en el ADN FLEBV con RX

H1: Daio en el ADN FLEBV con NaB (5 mM) + RX > Dafio en el ADN FLEBV con RX

Nivel Significacién 1%

Dosis: p-value Resultado:

Rayos X 2 Gy 5,568 No Rechaza HO

Tabla 14 — Resultados de los contrastes de igualdad de proporciones para dos muestras realizados para
determinar si el dafio inducido en el ADN en el tratamiento combinado con butirato de sodio y
rayos X (NaB 1y 5 mM + RX 2 Gy) es significativamente diferente (al 1% de significacién (o))
del inducido con el tratamiento solamente con rayos X en la linea celular FLEBV. HO es la
hipotesis nula y H1 la hipétesis alternativa. Los dos contrastes realizados fueron de una cola.

H1: pX>pY

7.2.2.2 - Rayos y
El dano inducido por rayos y (0,5 Gy) con y sin pre-tratamiento con acido valproico (VPA) (0.7
mM) durante 20 horas fue cuantificado mediante el recuento de foci yH2AX en linfocitos de sangre
periférica de donantes sanos. Dicha evaluacién se realiz6 a los 30 minutos luego de la irradiacion
dado que se ha descrito que en este intervalo de tiempo se produce la expresiéon maxima de foci

yH2AX en los nucleos de las células irradiadas (Roch-Lefévre et al. 2010).

Como puede verse en la Figura 35, al igual que lo observado en el caso de rayos X y etopdsido
(Figuras 28 y 33), el nivel de dafo inducido por rayos y en las células pre-tratadas con VPA no
se diferencié significativamente del inducido en ausencia de este HDACI. Esto fue confirmado
por la prueba de hipétesis realizada para contrastar estos resultados, en la que no fue posible
rechazar la hipétesis nula (Ho) que establecia la igualdad del promedio de foci yH2AX inducido

en ambos tratamientos a los 30 minutos post-irradiacion (Tabla 15).
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Linfocitos - VPA + Rayos y mVPA
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Promedio de foci y H2AX por célula

H

Figura 35- Dafio inducido en el ADN por rayos rayos ¥ (0,5 Gy) en linfocitos de sangre periférica con y
sin pre-tratamiento con acido valproico (VPA) (0,7 mM) cuantificado mediante el recuento de

foci yH2AX. Datos promediados del analisis de 300 células por preparado +/- SEM.

HO: Media de Foci yH2AX en VPA + Rayos y 30" = Media de Foci yH2AX
1

H1: Media de Foci yH2AX en VPA + Ry 30" > Media de Foci yH2AX Ry 30"

Nivel Significacion 1%

Dosis: p-value Resultado:

Rayos y 2 Gy 0,136 No Rechaza HO

Tabla 15 — Resultados del contraste de igualdad de proporciones para dos muestras realizados para
determinar si el promdio de foci YH2AX por célula inducido por el tratamiento combinado de
acido valproico (VPA) 0.7 mM y rayos y (0,5 Gy) es significativamente diferente (a=1%) del
inducido luego del tratamiento solo con rayos y linfocitos de sangre periférica. HO es la hipotesis

nula y H1 la hipétesis alternativa. Los dos contrastes realizados fueron de una cola (H1: pX>pY).
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7.2.3 - Efecto de inhibidores de desacetilasas de histonas en el daifio en el ADN
inducido por la radiacion UVC

Empleando una versiéon modificada del ensayo cometa alcalino para la deteccion de lesiones
inducidas por la luz UV, se analizé el dano genético producido por la radiacion UVC con y sin pre-
tratamiento con el HDAC: tricostatina A (TSA) en la linea celular de ovario de hamster chino AA8.
La modificacién de este ensayo para la deteccién de las lesiones inducidas por UVC implica la
inclusién de la endonucleasa T4 bacteriana que reconoce en forma especifica los dimeros de
pirimidina (CPDs) generados por este tipo de radiacion y produce un corte a nivel de la cadena
de ADN en ese sitio. En primer lugar, debié ajustarse la concentracion optima de esta enzima
para la deteccion de dimeros de pirimidina en la linea celular AA8 realizando ensayos con
diferentes dosis de UV-C (1.2, 2, 4 y 8 J/Im?s) (Figura 36).

Control negativo uv2J

uv4dd uvsgd

Figura 36— Imagenes de nucleos obtenidas obtenidas mediante el ensayo cometa luego de la exposicidon
de células de la linea de hamster chino AA8 a UV-C (0, 1.2, 2, 4 y 8 J/m’s) tratadas con la
endonucleasa T4 (dilucion 1:400) procesadas con el software Comet Imager 4.2.14
(MetaSystems) (10X).

Como puede verse en la Figura 37, si bien con las dos diluciones de T4 ensayadas (1:100 y
1:200) hubo un aumento del nivel de dafio al incrementar la dosis de UV, con la dilucién 1:100 se
observo la saturacion a partir de la dosis de UVC de 2 J/m?s. Mientras que con la dilucién 1:200
se constatdé un aumento significativo del nivel de dafio de 2 a 4 J/m?s. Por lo tanto, ésta fue la
dilucion seleccionada para los ensayos posteriores con el HDACI tricostatina A en combinacién
con UVC (4 Jim?s).
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Figura 37- Dafo inducido a nivel del ADN luego de la exposicion de células de hamster chino AA8 a
diferentes dosis de UV-C (0, 1.2,2y 4 J/mzs), evaluado mediante el ensayo cometa alcalino
modificacdo para la deteccion de dimeros de pirimidinas. Se presentan los datos del
parametro Tail Moment (producto de la Intensidad de Fluorescencia y la Longitud de la
Migracion en la cola de los cometas resultantes) como la media de los 6 ensayos realizados

+ SD para las dos diluciones de la endonucleasa T4 ensayadas (1:100 y 1:200).

Como se aprecia en la Figura 38, al igual que en lo observado para la combinacién de NaB 1 mM
con etopdsido en las lineas celulares tumorales 253J y T24 (Figura 29 a y b), el pre-tratamiento
con TSA (50 ng/ml) condujo a una mayor induccién de dafio en el ADN por UV-C, observandose
una diferencia estadisticamente significativa en el nivel de dafio con y sin exposicién previa a
TSA (Tabla 16).

AAS8 - TSA +UV-C
OControl

50 aTSA
* muv
ETSA + UV

40

H

Tail Moment

30

20

H

10

Tratamiento

Figura 38- Dafio inducido en el ADN por UVC (4 J/mzs) en la linea celular AA8 con y sin pre-tratamiento
con ftricostatina A (TSA) (50 ng/ml) cuantificado mediante el ensayo cometa (Tail Moment)
modificado con la endonucleasa T4 (dilucién 1:200) que reconoce en forma especifica los

dimeros de pirimidina. Datos promediados de 6 experimentos independientes +/- SEM. (*)
Datos que presentan una diferencia estadisticamente significativa (o= 1%) en comparacion con

los obtenidos en el tratamiento solamente con UVC.
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HO: Dafio en el ADN AA8 con TSA (50 ng/ml) + UV-C = Daiio en el ADN AA8 con UV-C

H1: Dafio en el ADN AA8 con TSA (50 ng/ml) + UV-C > Daiio en el ADN AA8 con UV-C

Nivel Significacion 1%

Dosis: p-value Resultado:

uv-C4Jdim 0,000 Rechaza HO

Tabla 16 — Resultados del contraste de igualdad de proporciones para dos muestras realizados para
determinar si el dafio inducido en el ADN en el tratamiento combinado con Tricostatina A (50
ng/ml) y UVC (4 J/mzs) es significativamente diferente (¢=1%) del inducido con el tratamiento
solamente con UV en la linea celular AA8. HO es la hipotesis nula 'y H1 la hipbtesis alternativa.

El contraste realizado fue de una cola: H1: pX>pY.

7.3- Efecto de inhibidores de desacetilasas de histonas en la cinética de reparacion
del daiio genético inducido por diferentes agentes genotoxicos

Ademas del nivel de dafio inducido inicialmente en el ADN discutido en la seccion 7.2, otro factor
que podria estar involucrado en la sensibilizacion generada por los HDACI, podria ser una menor
eficiencia de remocion del dafio genético inducido en presencia de estos agentes. Esto podria
conducir a la menor sobrevida de las células expuestas al tratamiento combinado del HDACi y el

agente genotoxico, en comparacion con la de las células tratadas solamente con este ultimo.

Para este analisis se estudio el efecto de los HDACi NaB, VPA y TSA en la cinética de remocion
del dafio genético inducido por radiaciones ionizantes: rayos X y rayos v, y radiacion UVC,

respectivamente. No se empled en este caso etopdsido dado que al ser un agente inductor de
dafo indirecto, tal como se observo en la seccion 7.2, el efecto de los HDACi en la progresion
del ciclo celular puede afectar la induccion de dafio genético inicial por este agente, lo cual

agregaria un factor extra al andlisis de los resultados y complejizaria su interpretacion.

Para la evaluacion de la cinética de reparacion se utilizaron dos metodologias. Mientras que en
los experimentos con NaB en combinacion con rayos X y los de TSA combinada con UVC se

empled el ensayo cometa, en el caso de la combinacion de VPA y rayos y se realizo la

cuantificacion de foci YH2AX por célula a diferentes tiempos luego de la irradiacion.
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7.3.1 — Radiaciones ionizantes

7.3.1-1 - Butirato de sodio y rayos X
Se analizé la influencia de butirato de sodio (NaB) en la cinética de reparacion del dafio en el
ADN inducido por rayos X (2 Gy) en la linea celular linfoblastoide humana FLEBV. Para ello se
realizaron determinaciones con el ensayo cometa a diferentes tiempos de recuperacion luego de
la irradiacién (0, 1, 2 y 4 horas) con y sin tratamiento con NaB (1 y 5 mM). Este tratamiento se
realizé en forma continua, tanto antes de la irradiacion (24 horas) como durante el periodo de

recuperacion (4 horas).

En la Figura 39a se presenta la evoluciéon del nivel dafo en los diferentes tiempos de
recuperacion evaluados, graficando los valores de Tail Moment (TM) obtenidos mediante el
ensayo cometa. Mientras que en la Figura 39b se grafica el porcentaje de dafo remanente en
cada tiempo de recuperacion, considerando como 100% el dafio inducido inicialmente (t=0). Este
parametro fue calculado como el cociente entre el nivel de dafio en un tiempo dado (TMy) y el

dafio observado inicialmente (TMg) multiplicado por 100.

Como puede verse en esta figura, el dafo inducido por los rayos X con y sin incubacién con las
dos dosis de NaB lleg6 al nivel del control negativo en las 4 horas posteriores al tratamiento. Sin
embargo, en la primer hora luego de la irradiacion se observé una gran diferencia en presencia
y ausencia de NaB. Mientras que en las células tratadas solamente con rayos X se observé un
nivel de dafio intermedio (TM= 3.5) correspondiendo a un 74% de dafio remanente, en presencia
de NaB 1 mM el nivel de dafo fue significativamente menor que en ausencia de éste (TM= 1.9),
representando un 35% del dafio inducido inicialmente. En cambio, en presencia de NaB 5 mM el
dafo resultd significativamente mayor que sin este HDACI (TM= 5.4), significando un 97% de
dafo remanente. Tanto en presencia de NaB 1 mM como en ausencia de este HDACI, a medida
que transcurrio el tiempo el nivel de dafio continué descendiendo. En cambio, en el pre-
tratamiento con NaB 5 mM hasta las 2 horas post-irradiacion practicamente no se constaté

descenso en el dafo inducido en el ADN.

Con el fin de corroborar estadisticamente las diferencias en la cinética de reparacioén entre los
tratamientos realizados, se llevé a cabo un analisis de regresion lineal aplicando el método de
los minimos cuadrados para estimar la curva exponencial (y=KB3x; donde y=TM, x=tiempo) de
mejor ajuste a las curvas de cinética de reparacion obtenidas de acuerdo a Olive y Banath (1993).
En la Figura 39c se presentan las curvas exponenciales obtenidas para los tratamientos con NaB
1 mM y en ausencia de este HDACI. En el caso de la combinacion de RX con NaB 5 mM no fue
posible realizar este analisis, dado que la curva de cinética de reparacion no se ajustdé a una
exponencial. En la Figura 39d se grafican los intervalos de confianza («=0,05) para las curvas

de ajuste exponencial obtenidas en cada uno de los tratamientos.
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Figura 39 - Cinética de remocion del dafio genético inducido en células de la linea linfoblastoide humana
FLEBYV luego de su exposiciéon a rayos X (2 Gy) con y sin tratamiento con NaB (1 y 5 mM)
evaluada mediante el ensayo cometa. a) Curva de cinética de reparacion: se presentan los
datos de Tail Moment a las 0, 1, 2 y 4 horas luego de la irradiacion obtenidos mediante el
software Comet Assay Il (Perceptive Instruments). b) Porcentaje del dafio inicial remanente
en los diferentes tiempos de recuperacion. ¢) Curvas de porcentaje de dafio remanente para
los tratamientos de rayos X y NaB 1mM + RX y sus correspondientes curvas de ajuste

exponencial. d) Curvas de ajuste exponencial presentadas en c) junto con sus intervalos de

confianza (a=0,05).

Mediante la prueba t de Student se compararon los parametros de las curvas exponenciales para
evaluar la existencia de reparacién en los tratamientos realizados en presencia y ausencia de
NaB 1 mM, tomando como hipotesis nula (Hg) la no reparacion (3=1) en el periodo de
recuperacion estudiado (4 horas). Tal como se desprende de los datos presentados en la Tabla
17 A, en el caso de los dos tratamientos fue posible rechazar la Hy, por lo que puede concluirse

que se reparo el dafo inducido inicialmente.

A su vez, a partir de las curvas de ajuste exponencial obtenidas (Figura 39d) se calculé el tiempo
medio de reparacion (TMR) para cada tratamiento. Es decir, el tiempo en el que se repararia el
50% del dafo inducido inicialmente. Como se puede apreciar en la Tabla 17 A, el TMR obtenido

en ausencia de NaB fue de 3 horas, mientras que en presencia de NaB 1 mM éste fue de 1 hora.

Por medio de un contraste de homogeneidad entre regresiones lineales, se compararon las

curvas exponenciales para determinar si la diferencia observada entre los TMR obtenidos es
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estadisticamente significativa (Tabla 17 B). Fue posible constatar que el TMR en la combinacion

de NaB 1 mM y RX difiri6 en forma significativa del obtenido con el tratamiento solo con rayos X.

Por lo tanto, dados los resultados presentados, es posible afirmar que la combinaciéon de RX con
NaB 1 mM fue la que presenté la mayor eficiencia de reparacion, ya que en un intervalo de 1
hora las células expuestas a este tratamiento fueron capaces de reparar el 50% del dafio inducido
inicialmente, mientras que en el tratamiento solo con rayos X esto ocurrioé a las 3 horas. En el
caso de la combinacion de RX con NaB 5 mM, si bien no fue posible estimar el TMR, es claro
que fue el tratamiento que presentd una cinética de reparacién menor, ya que a las 2 horas post-

irradiacion el dafio inducido permanecio practicamente al mismo nivel del inicio.

A modo de resumen puede decirse que el tratamiento con NaB afecto6 la cinética de remocion del
dafo inducido por rayos X (2 Gy) en la linea celular FLEBV, observandose diferentes resultados
con las dos dosis de NaB empleadas. Mientras que con NaB 1 mM se observé una mayor
eficiencia de reparacion, con NaB 5 mM ocurrié lo contrario, constatandose un enlentecimiento

en la remocion del dafio genético inducido por este agente genotoxico.

A Analisis Estadistico B Contraste entre Regresiones
RX NaB 1 mM + RX RX
Prueba t Estimacion B¢’ -0,257
Hipotesis Ho: R34=1 Ho: Ro=1 E(X-Xm)"2 560
Valort _ 3,200 5,215 Sumas Resid. 896
Grados de Libertad 249 199 Tamario Muestral 251
Valor Critico 95% 1,970 1,972 NaB 1 mM + RX
Resultado Rechazada Rechazada - — -
Int. Confianza 95% Estimacion B, -0,521
_ A

Cota Inferior 8 0,661 0,488 E(X-Xm)"2: 443
Cota Superior 0,906 0,723 Sumas Resid. 879
Cota Inferior K 1,298 1,027 Tamafio Muestral 201
Cota Superior K 2,476 2,545 Contraste de Homogeneidad
Tiempo Medio de
reparacion (TMR) Hipotesis Ho: 31=R>
(horas) Valor t 2,088
Estimacion 3 1 Grados Libertad 448

Valor Critico 95% 1,965

Resultado Rechazada

Tabla 17 - (A) Resultado del andlisis estadistico (Prueba T de Student) y parametros estimados en las

curvas de ajuste exponencial de las curvas de cinética de reparacion (Figura 39 d) para

determinar la existencia de reparacion en el tratamiento con rayos X en presencia como en

ausencia de NaB 1mM (A) en el periodo de recuperacion estudiado (4 horas) y calcular el

tiempo medio de reparacion en ambos tratamientos. (B) Prueba de hipétesis realizada para

contrastar la homogeneidad entre los parametros estimados y determinar si la diferencia entre

los TMR estimados es estadisticamente significativa.
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7.3.1.2 - Acido valproico y rayos gamma
Para evaluar el efecto de acido valproico (VPA) (0.7 mM) en la eficiencia de remocion del dafio
genético inducido por rayos y (0.5 Gy) se realizo el recuento de foci YH2AX a los 30 y 180 minutos
luego de la irradiacién, con y sin tratamiento con este HDACi en linfocitos de sangre periférica

de donantes sanos (Figura 40). Este tratamiento se realiz6 de manera continua, tanto en forma

previa a la irradiacién (20 horas) como durante el tiempo de recuperacién posterior.

En la Figura 41a se presenta el nimero promedio de foci yH2AX por célula en los tiempos de
recuperacion estudiados y en la Figura 41b se grafican los porcentajes de foci yH2AX
remanentes, tomando como el 100% los contabilizados a los 30 minutos luego de la radiacion.
Se tomo este tiempo como referencia, dado que luego de realizada la irradiacién el numero de
foci yH2AX aumenta paulatinamente teniendo su maximo a los 30 minutos (Roch-Lefevre et al.
2010). Como se aprecia en esta figura, mientras que en las células no tratadas con VPA el
promedio de foci yYH2AX por célula disminuy6 a las 3 horas luego de la irradiacion, por el contrario
en presencia de este HDACi se observd una acumulacion de los mismos en este tiempo de
recuperacion (Figura 41a). En términos del porcentaje de dafio remanente, se puede ver que a
las 3 horas la cantidad de foci YH2AX se redujo a un 77% en las células expuestas solamente a
rayos y, mientras que en presencia de VPA dicho porcentaje se mantuvo en el 100% (Figura

41b).

A los efectos de confirmar en forma estadistica la disminucion de foci yH2AX observada a las 3
horas en las células expuestas solamente a rayos Yy se realizé un contraste de igualdad de
proporciones (Test de Student). Se tomo6 como hipétesis nula (Hp) la igualdad de las medias de
foci yH2AX a los 30 y 180 minutos post-irradiacion y como hipétesis alternativa (H;) una menor
cantidad de foci YH2AX a los 180 minutos (3 horas) post-irradiacion. Como puede verse en la
Tabla 18, fue posible rechazar la Hy confirmandose la disminucion del dano inducido inicialmente

en el tratamiento solo con rayos y (2 Gy).
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H2AX

Figura 40— Imagenes de linfocitos de sangre periférica tefiidos con DAPI y/o inmunotincién con

anticuerpos anti-gamma H2AX con y sin exposicion a rayos y (0.5 Gy) (100X).

Control Rayos gamma
avePA
ORayos gamma HVPA +Rayos gamma

HVPA +Rayos gamma
120%
100%
100%
80%

60% 7%

40%

Promedio de foci yH2AX por célula
% de foci yH2AX por célula remanente

180
Tiempo de recuperacion (minutos)

Tiempo de recuperacion (minutos)

Figura 41 — a) Promedio de foci y-H2AX por célula a diferentes tiempos de recuperacion (30 y 180 minutos)
luego de la exposicion de linfocitos de sangre periférica a rayos y (0.5 Gy) con y tratamiento
con acido valproico (VPA) (0.7 mM). b) Porcentaje de foci y-H2AX por célula remanente a los

30 y 180 minutos luego de la irradiacién, en presencia y ausencia de VPA (0,7 mM).
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HO: Media de Foci yH2AX en Ry 30" = Media de Foci yH2AX en Ry 180"

H1: Media de Foci yH2AX en Ry 30" > Media de Foci yH2AX en Ry 180"

Nivel Significacion 1%

Dosis: p-value Resultado:

Rayos y 2 Gy 0,000 Rechaza HO

Tabla 18- Resultados del contraste de igualdad de proporciones para dos muestras realizados para
determinar si el nivel de foci y-H2AX inducido por el tratamiento combinado de acido valproico
(VPA) 0.7 mM y rayos vy (0,5 Gy) es significativamente diferente (a=1%) del inducido luego del
tratamiento solo con rayos y linfocitos de sangre periférica. HO es la hipotesis nula y H1 la
hipétesis alternativa. Los dos contrastes realizados fueron de una cola. En el caso de VPA 0.7

mM H1: pX>pY y en el de VPA 1.5 mM H1: pX<pY.

Esta acumulacion de foci yH2AX en las células pre-tratadas con VPA refleja la acumulacién de

lesiones inducidas por la irradiacién no reparadas.

Por lo tanto, los datos obtenidos con radiaciones ionizantes en combinacién con NaB y VPA
muestran que la inhibicion de HDACs incide en la tasa de reparacién del dafio genético inducido,
ya sea disminuyéndola, como en el caso de NaB (5 mM) en combinacion con rayos Xy VPA (0,7

mM) en combinacion con rayos y, o aumentandola como en el caso de NaB 1 mM en combinacion

con rayos X.

7.3.2 - Radiacion UVC
El efecto de tricostatina A (TSA) en la cinética de reparacién del dafio en el ADN inducido por
UVC (4 J/m?s) fue analizado en células de la linea de hamster chino AA8. Para ello se empled el
ensayo cometa modificado mediante la incorporacién de la endonucleasa T4 para la deteccion
de los dimeros de pirimidina (CPDs) inducidos por UVC. El nivel de dano genético fue analizado
a diferentes tiempos de recuperacion (0, 1, 4 y 24 horas) con y sin tratamiento con TSA (50 ng/ml).
El tratamiento con este HDACIi se realizd en forma continua, tanto previa a la irradiacién (4 horas)

como en forma posterior.

Debido a la diferencia inicial en el nivel de dafio inducido por UVC entre los tratamientos con y
sin TSA (Figura 42a), la comparacion de la cinética de reparacion entre ambos se realiz6
mediante el calculo del porcentaje de dafio remanente en cada tiempo de recuperacion. Como
se aprecia en la Figura 42b, la disminucion del dafio genético inducido por UVC resulté mas
pronunciada en ausencia de TSA, constatandose un 64% del dafio inicial a las 4 horas de
recuperacion, mientras que en presencia de este HDACi a las 4 horas el porcentaje de dafo
remanente fue de 79%. A su vez, a las 24 horas en las células expuestas solamente a UVC el

porcentaje de dafio remanente descendio al 40%, mientras que en presencia de TSA se mantuvo
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en un 72%. Es decir que al final del tiempo de recuperacién en este tratamiento se repard
solamente un 28% de las lesiones inducidas inicialmente, mientras que en ausencia de TSA la

reparacion alcanzé el 60% de las lesiones.

Se realizé el analisis estadistico de estos resultados mediante curvas potenciales de mejor ajuste
a las curvas de cinética obtenidas en la porcidon exponencial de las mismas, que en este caso es

el periodo de 0 a 4 horas (Figura 42 cy d).

Se evalud la existencia de reparacién en el periodo de recuperacion analizado (4 horas) en
ambos tratamientos mediante la prueba T de Student, realizando la comparacién de los
parametros de las curvas potenciales (Tabla 19). Como se aprecia en la Tabla 19 A, tanto en
presencia como en ausencia de TSA fue posible rechazar la hipétesis nula que indicaba la no
reparacion (R=1), concluyendo por tanto que existié reparacion de las lesiones inducidas por
UVC en ambos tratamientos. Sin embargo, el tiempo medio de reparacién (TMR) resultd
significativamente mayor en las células tratadas con TSA (69 horas), mientras que en ausencia
de este HDACI el tiempo en el que se repararian el 50% de las lesiones inducidas inicialmente
(TMR) fue de 21 horas. El contraste de homogeneidad entre regresiones lineales realizado
determino que la diferencia observada entre los TMR obtenidos es estadisticamente significativa
(Tabla 19 B).

Por lo tanto, dados los resultados obtenidos puede concluirse que en presencia de TSA la

reparacion de las lesiones inducidas por UVC resulté menos eficiente que en ausencia de ella.
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Figura 42 - Cinética de reparacion del dafio inducido en el ADN en células de la linea de hamster chino
AA8 luego del tratamiento con UVC (4 J/m?s) con y sin tratamiento con TSA (50 ng/ml)

evaluada mediante el ensayo cometa. a) Curva de cinética de reparacion: se presentan los

datos de Tail Moment a las 0, 1, 4 y 24 horas luego de la irradiacion obtenidos mediante el

software Comet Imager (Metasystems). b) Porcentaje de dafio remanente a los diferentes

tiempos de recuperacién tomando como 100% el dafo inicial. ¢) Curvas de porcentaje de

dafo remanente para los tratamientos con UV-C y TSA + UV-C y sus correspondientes curvas

de ajuste exponencial. d) Curvas de ajuste exponencial presentadas en c) junto con sus

intervalos de confianza (a=0,05).
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B Contraste entre Regresiones

uv
Estimacion R’ -0,001
E(X-Xm)"2 657592326
Sumas Resid. 4121
Tamano Muestral 1731
TSA + UV

Estimacion R’ 0,000
E(X-Xm)"2 149438953
Sumas Resid. 185
Tamano Muestral 573

Contraste de Homogeneidad

A Analisis Estadistico
uv TSA + UV

Prueba t

Hipotesis Ho: R1=1 Ho: R2=1

Valor t 22,820 3,594

Grados de Libertad 1729 571

Valor Critico 95% 1,961 1,964

Resultado Rechazada Rechazada

Int. Confianza 95%

Cota Inferior 3 0,999 1,000

Cota Superior 3 0,999 1,000

Cota Inferior K 23,919 34,092

Cota Superior K 28,830 38,213

Tiempo Medio

(minutos)

Estimacién 505 4138

Hipotesis

Valor t

Grados Libertad
Valor Critico 95%
Resultado

Hy: B,=0,
9,728
2300
1,961

Rechazada

Tabla 19 - (A) Resultado del andlisis estadistico (Prueba T de Student) y parametros estimados en las

curvas de ajuste exponencial de las curvas de cinética de reparacion (Figura 41 c y d) para: i)

determinar la existencia de reparacion en el tratamiento con UVC, tanto en presencia como en

ausencia de TSA (50 ng/ml) en el periodo de recuperacion estudiado (4 horas); ii) calcular el

tiempo medio de reparacién (TMR) en ambos tratamientos.

(B) Prueba de hipdtesis realizada para contrastar la homogeneidad entre los parametros

estimados y determinar si la diferencia entre los TMR estimados es estadisticamente

significativa.
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8- DISCUSION

8.1- Efecto de los inhibidores de desacetilasas de histonas en la sobrevida y
proliferacion celular luego del tratamiento con etopdsido

El tratamiento con etopdsido durante 1 hora causo la disminucion de la sobrevida y proliferacion
celular de manera dependiente de la dosis tanto en las lineas celulares tumorales de vejiga 253J
y T24 como en la linea de hamster chino CHOK1 (Figuras 22b, 24b y 26b). La linea 253J resulto
ser la mas resistente de las tres al etopdsido, ya que la concentracion inhibitoria del 50% de la
sobrevida (ICso) en esta linea celular fue la dosis de 20 uM (Figura 22b). En cambio para T24 el
ICso fue la dosis de 16 uM (Figura 24b) y en el caso de CHOK1, 9 uM (Figura 26b). Esta mayor
resistencia a etopdsido de 253J comparada con T24 coincide con lo observado por Yoon et al.
(2011), quienes constataron que 253J fue 8.3 veces mas resistente a cisplatino que T24. Estos
resultados son consistentes con el origen de ambas lineas celulares, ya que 253J deriva de un
estadio tumoral mas avanzado (metastasico) mientras que T24 es derivada de un carcinoma

localizado.

Los resultados obtenidos en relacion al efecto de los HDACi VPA, TSA y NaB en la sobrevida a
la exposiciéon a etopédsido, confirmaron la hipétesis planteada inicialmente, ya que se observé
sensibilizacion en el tratamiento combinado con los tres HDACI. Es decir que el pre-tratamiento
con estos inhibidores potencio el efecto del etopdsido a nivel de la sobrevida celular, existiendo
en algunos casos ciertas variantes entre las diferentes lineas celulares analizadas con las

distintas dosis de los HDACi empleadas.

En los analisis realizados en la linea celular tumoral 253J la exposicion previa durante 24 horas
a todas las dosis ensayadas de estos tres HDACi tuvo un efecto sinérgico con el tratamiento
con etopdsido, ya que en los tres casos la sobrevida en los tratamientos combinados resulté
significativamente menor que en las células tratadas solo con etopésido (Figuras 18, 20 y 22).
De los tres HDACI estudiados, el que sensibilizé en mayor medida a esta linea celular fue TSA
(100 ng/ml), ya que la sobrevida con esta combinacién de tratamientos resulté ser un 20% y 22%
de la sobrevida observada en las células expuestas solo a etopdsido 20 y 50 uM respectivamente
(Figura 21). En el caso de la mayor dosis de NaB empleada (10 mM) estos porcentajes fueron
22% y 26%, y en el de VPA (1.5 mM) 36% y 27% para etopdsido 20 y 50 uM respectivamente
(Figuras 23 y 19 respectivamente). En base a estos resultados es posible estimar que en los
tratamientos combinados para obtener una reduccién en la sobrevida a un 20% de la observada
con etopdsido 20 M se requiere una dosis de TSA de 0.1 mM. Sin embargo, en el caso de VPA
y NaB las dosis requeridas serian aproximadamente 3 mM y 10 mM respectivamente, es decir

dosis 30 y 100 veces mayores que con TSA.

Las diferencias en sensibilizacion observadas entre estos tres HDACi podrian ser explicadas por
sus caracteristicas quimicas y farmacoldgicas especificas. NaB y VPA son quimicamente

similares ya que ambos son acidos grasos de cadena corta. En ambos casos para sensibilizar a
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las células 253J fue necesario el uso de dosis en el rango milimolar, resultando VPA mas potente
que NaB ya que se requirieron dosis menores para lograr el mismo efecto. En cambio en el caso
de TSA, se trata de un inhibidor perteneciente a la clase de HDACI de los acidos hidroxamicos,
y presenté un efecto mayor sobre la linea 253J que NaB y VPA, ya que concentraciones

nanomolares fueron suficientes para sensibilizar a las células frente al tratamiento con etopésido.

Estas diferencias en el potencial sensibilizador entre los tres HDACi empleados podrian estar
basadas en las actividades de las HDACs que son blanco de cada tipo de inhibidor. En el caso
de TSA, a diferencia de NaB y VPA, ademas de las HDACs de clase |, inhibe a las de clase llb:
HDAC6 y HDAC10; y a las HDAC7 y HDAC11, pertenecientes a las clases lla y IV

respectivamente.

HDAC11 regula negativamente la expresion de genes involucrados en la respuesta inmune
(Marks 2010), mientras que no se conoce mucho aun sobre la funcién de HDAC10. Sin embargo,
en el caso de HDAC6 y HDACY7, ejercen su accién sobre proteinas no histénicas. HDAC7 se
localiza en el espacio intermembranoso mitocondrial, relocalizandose en el citoplasma en
respuesta al inicio del proceso apoptético (Bakin y Jung 2004). HDACG6 ha sido reconocida como
una desacetilasa de tubulina, ya que su inhibicion selectiva mediada por tubacina produjo la
acetilacion de la a-tubulina en células de mamiferos sin afectar el nivel de acetilacion de histonas,
los patrones de expresién génica o la progresién del ciclo celular. A su vez, el tratamiento con
tubacina no afecté la estabilidad de los microtubulos pero si la motilidad celular. La acetilacion
de a-tubulina participaria en la localizacion celular de proteinas que median la unién de
elementos del Golgi a los microtubulos (Haggarty et al. 2003). La inhibicion de HDACG6 tendria
un rol importante en la sensibilizaciéon producida por TSA, ya que su inhibicién mediada por
tubacina aumento la respuesta apoptética al tratamiento con etopdsido en células transformadas
(LNCaP, MCF-7) (Namdar et el. 2010).

Por lo tanto, el efecto inhibidor mas potente de TSA podria deberse, ademas de su efecto sobre
las histonas, a su accion sobre proteinas no histonicas que participan en procesos celulares clave
tal como la induccion de apoptosis. En cambio, en el caso de VPA y NaB, pertenecientes a la
clase de HDACIi de los acidos grasos de cadena corta, quizas desencadenen la muerte celular

de las células cancerigenas por vias diferentes a TSA, por medio de diferentes blancos celulares.

Comparando el efecto de NaB entre las tres lineas celulares analizadas, se pudo ver que la
que resultd mas sensibilizada a la combinacion de tratamientos fue 253J, dado que las tres dosis
de NaB ensayadas en combinacion con las tres dosis de etopdsido disminuyeron la sobrevida
en forma significativa en comparacion con las células expuestas a etopdsido solamente (Figura
22b). Sin embargo en T24 esto ocurri6 solo con la menor dosis de etopdsido empleada (5 uM),
ya que con las dosis de 20 y 50 uM solo se observé sensibilizacion con las dos dosis de NaB
mayores (5 y 10 mM) (Figura 24b). La mayor diferencia entre 253J y T24 en cuanto a la
sensibilizacion en presencia de NaB se encontré con la dosis de 1 mM, donde se observo una

mayor disminucién en la sobrevida en el tratamiento combinado con respecto a etopdsido en la
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linea celular 253J. Mientras que 253J fue sensibilizada por el tratamiento combinado de NaB 1
mM con todas las dosis de etopdsido, donde la sobrevida resultd ser el 67% de la observada con
etoposido 5 yM y el 30% de la obtenida con etopdsido 20 y 50 yM (Figura 23); T24 solo fue
sensibilizada por esta dosis de NaB en combinacién con etopdésido 5 uM, donde su sobrevida fue
el 79% de la que presentd etopédsido (5 pM). Con las dosis de etopdsido 20 y 50 uM en
combinacion con NaB 1 mM T24 present6 una sobrevida que correspondio al 108% y 92% de la
obtenida con ambas dosis de etopdsido respectivamente (Figura 25).

En el caso de CHOK1 solo ocurrié sensibilizacion a este agente genotéxico con NaB 1 mM en

combinacién con etopdsido 5y 10 uM (Figura 26).

Estas diferencias entre las tres lineas celulares en su sensibilizacién al etopésido por parte de
NaB podrian estar vinculadas con el estatus de p53 en cada una de ellas, dado que existen
evidencias que asocian la actividad de este HDACi con la presencia de p53 funcional. En este
sentido, Joseph et al. (2005) constataron que el NaB suprimié mas eficientemente el crecimiento
de células que contenian p53 en su forma nativa (WT) en comparacion con células sin p53 WT.
Estas ultimas luego del tratamiento con NaB se acumulaban principalmente en la fase G1 del
ciclo celular y presentaban una menor induccion de apoptosis. Esta evidencia coincide con los
resultados obtenidos sobre el efecto de NaB en la progresion del ciclo celular presentados en la
Seccion 7.1.3, donde puede apreciarse que en 253J no ocurrié detencion del ciclo celular por
exposicion a este HDACI, mientras que T24 y CHOK1 presentaron acumulacién de células en la
fase G1 del ciclo (Figuras 31 y 32). En particular, CHOK1, que no posee p53 funcional (Hu et al.
1999), fue la linea celular en la que ocurrié la mayor acumulacion de células en G1 luego del
tratamiento con NaB (5 mM) (Figura 32a), y present6 el menor nivel de sensibilizacién frente a
etoposido. En el caso de T24, que posee una mutacion sin sentido en el gen que codifica para
p53, produciendo la proteina en forma truncada y no funcional (Kawasaki et al.1996), también
presentd acumulacién de células en la fase G1, y un nivel de sensibilizacion por NaB intermedio
en comparacién con las otras dos lineas celulares. En cambio, en el caso de 253J que posee
p53 WT (Gruis et al. 1995), tal como postularon Joseph et al. (2005), no present6 detencion del
ciclo celular en la fase G1 luego de la exposicion a NaB, siendo la linea celular que fue

sensibilizada en mayor medida frente al etopdsido por este HDACI.

Considerando la combinaciéon de dosis efectiva como la menor dosis de ambos agentes a la
que la sobrevida se reduce mas de un 50% en relacion al control negativo, se puede ver que la
misma coincide para las lineas celulares tumorales de vejiga 253J y T24. En ambas dicha
combinacioén resulté ser la de NaB 5 mM con etopdsido 5 uM, produciendo una disminucion de
la sobrevida en el orden de 4.5 veces en comparacién con el tratamiento con etopodsido
solamente (Figuras 23 y 25). Esta combinacion difiere para el caso de CHOK1, en la que resulto
ser NaB 1 mM combinada con etopdsido 5 uM, obteniéndose una reduccion en la sobrevida 1.4

veces en comparacion con las células expuestas solo a etopdsido (Figura 27).
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Aplicando la dosis mas baja de etopdsido (5 pM) como Unico agente la sobrevida observada fue
de 76%, 98% y 62% en 253J, T24 y CHOK1 respectivamente (Figuras 22, 24 y 26). Sin embargo,
con esta misma dosis de etopdsido pero combinada con NaB 5 mM fue posible reducir la
sobrevida a 18% en 253J y a 22% en T24; y combinada con NaB 1 mM a 46% en CHOK1.

Estos resultados refuerzan evidencias previas obtenidas por Wang et al. (2008) en otras lineas
celulares tumorales de vejiga (5637, EJ y BIU87) empleando NaB en combinacién con otro
agente genotoxico como el cisplatino, constituyendo importantes antecedentes para el disefio de
estrategias para el tratamiento de tumores de vejiga. Asimismo, demuestran la ventaja de
combinar inhibidores de HDACs con un agente genotdxico como el etopdsido, haciendo posible
la maximizacion de su eficacia terapéutica y la disminucion de la dosis empleada, lo que en la

clinica contribuiria a la reduccion de sus efectos colaterales.

8.2- Efecto de los inhibidores de desacetilasas de histonas en el dano producido por
agentes genotoxicos

Al tomar en conjunto los resultados sobre el efecto de los HDACi en la sobrevida y proliferacién
celular (Seccién 7.1) y los obtenidos en relacion al dafio inducido en el ADN (Seccion 7.2) se

pueden realizar las siguientes apreciaciones.

8.2.1- Posible efecto genotoxico de los inhibidores de desacetilasas de histonas
Analizando el efecto de los HDACi aplicados como unico agente, se pudo ver que en el caso de
NaB éste disminuy6 la sobrevida y proliferacién celular en forma dependiente de la dosis en las
lineas celulares 253J, T24 y CHOKA1. Esta disminucion en la sobrevida no estaria asociada a la
induccién de dano en el ADN por este HDACi en la mayoria de los casos, ya que el nivel de dafo
observado en el tratamiento solo con NaB se encontr6 en el rango del control negativo en las
tres lineas celulares para casi todas las dosis evaluadas. La Unica excepcion fue el caso de NaB
5 mM en CHOK1, donde se observé un nivel de dafo significativo, el cual se correlacioné con la

disminucion de la sobrevida de esta linea celular a un 64% de la observada en el control negativo.

El resultado obtenido relativo a la sobrevida en 253J y T24 concuerda con lo observado por Wang
et al. (2008), quienes constataron la disminucion de la viabilidad celular de manera dependiente
de la dosis por el tratamiento con NaB en otras tres lineas celulares tumorales de vejiga (5637,
EJ y BIU87) y concluyeron que NaB 5 mM seria la concentracion 6ptima para tratar este tipo de
cancer cuando es empleado como agente Unico. Sin embargo, estos autores no evaluaron el
nivel de dafo inducido en el ADN en presencia de NaB y asociaron el efecto de este HDACi en
la sobrevida celular a cambios en la expresion de proteinas que participan en la apoptosis:
disminucion en los niveles de la proteina anti-apoptética Bel-2 y aumento en la expresion de la
caspasa-3 que participa en la via mitocondrial de induccion de apoptosis. Por otra parte, en
ensayos realizados in vivo, |la aplicacién intravesical de NaB (5 mM) no tuvo un efecto significativo

en el crecimiento tumoral en ratones.
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En el caso de VPA, este HDACi no caus6 la reduccion de la sobrevida y proliferacion de las
lineas celulares 253J y T24, observandose un nivel de sobrevida similar a la del control negativo
con las tres dosis aplicadas (0.7, 1.5 y 3 mM). Incluso en T24 con la dosis de VAP de 0.7 mM se
observé un nivel de sobrevida mayor al del control negativo (Figura 18a). Los resultados sobre
el efecto de este HDACI en el dafo genético inducido, obtenidos mediante el ensayo cometa en
la linea linfoblastoide humana FLEBV y mediante la cuantificacion de foci yH2AX en linfocitos
humanos de sangre periférica, mostraron que el nivel de dafo inducido se ubicé en el rango de
los controles negativos. Esta no induccion de dafio por VPA se correlacionaria con lo observado

a nivel de sobrevida en 253J y T24.

Coincidente con este resultado fue la observacién de Marchion et al. (2005 b), quienes no
observaron efectos antitumorales de VPA en tumores de mama de ratones tratados solo con esta
droga a una concentracion en el plasma de 3 mM. Estos autores sugirieron que VPA tendria mas
relevancia en potenciar el efecto de agentes citotoxicos que al ser usado como agente Unico en
el tratamiento anticancerigeno.

Por otra parte, Wang et al. (2013) observaron la inhibicién de la proliferacion celular al emplear
VPA (0.5 a 3 mM) como agente unico en la linea celular T24 y otras lineas de cancer de vejiga
(BIU87 y 5637), pero en este caso el tratamiento con este HDACi fue realizado por 1 a 10 dias
de forma continua. Mientras que los ensayos realizados en el presente trabajo se llevaron a cabo
con exposicion a VPA durante 24 horas con la posterior recuperacion en ausencia de la droga

durante 10 dias.

En el tratamiento con TSA se observé una disminucion significativa de la sobrevida en las lineas
celulares tumorales 253J y T24 con las 3 dosis de este HDACi ensayadas (50, 100 y 200 ng/ml)
(Figura 20a). Asimismo, ensayos clonogénicos realizados en nuestro laboratorio en la linea
celular de ovario de hamster chino AA8 también demostraron la reduccion de la sobrevida de
esta linea celular al ser expuesta a TSA 50 ng/ml, observandose un 11% de sobrevida con
respecto al control negativo (Bervejillo 2009). Estos resultados se correlacionan con lo observado
en relacién al dafo genético inducido en AA8 en las células tratadas con TSA (50 ng/ml) como
unico agente, donde se aprecio un nivel de dafo significativo con esta dosis de este HDACi
(Figura 38). Es decir que la disminucion de la sobrevida en 253J y T24 por exposicion a TSA

podria estar vinculada con dafio inducido a nivel del ADN por este HDACI.

Esto es coincidente con lo observado por Pang et al. (2016) quienes encontraron un nivel de
dafo en el ADN significativo inducido por TSA (200 ng/ml) en células de cancer esofagico, y por
Smith et al. (2014) en la linea celular embrionaria de rindon HEK293T (TSA 50 uM y 100 uM).

En este sentido, se ha propuesto que el efecto pro-apoptético de los HDACI estaria asociado a
la generacion de estrés oxidativo. Este se refiere a un estado de desequilibrio redox (reduccion-
oxidacion) en el cual la generacidon de especies reactivas del oxigeno (ROS) sobrepasa los
mecanismos celulares de defensa antioxidante, en los que participan diversas enzimas. Li et al.

(2016) observaron que el tratamiento de células de cancer de vejiga con TSA disminuyd la
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expresiéon de dos de ellas: glutation reductasa y tioredoxin reductasa 2, y aumento la de la xantino
deshidrogenasa/oxidasa, lo que condujo a la formacion de ROS. A su vez, se ha propuesto que
el NaB también alteraria el sistema de defensa antioxidante y los mecanismos redox en las
células, ya que se observd cambios en la actividad de varias enzimas antioxidantes (glutation
reductasa, glutatién peroxidasa y catalasa) en células de cancer de mama tratadas con este
HDACI (Louis et al. 2004).

Las ROS generadas a nivel celular son capaces de inducir dafio oxidativo a nivel del ADN. Por
lo tanto, la induccion de dafo genético observada en CHOK1 tratada con NaB (5 mM), y en AA8
expuesta a TSA (50 nM), podria estar vinculada a la induccién de ROS por accion de estos
HDACI. A su vez, en ambos casos, asi como en los resultados obtenidos por exposicion a VPA,
se observé una correlacion negativa entre el nivel de sobrevida y la induccion de dafio a nivel del
ADN.

8.2.2- Efecto de la combinacion de HDACi y agentes genotoxicos

HDACIi en combinacion con etopoésido

De acuerdo a la hipétesis (#2) planteada inicialmente, se esperaba una correlaciéon negativa entre
la sobrevida y proliferacion celular luego del tratamiento combinado de HDACi con etopdsido y
el nivel de dafio inducido en el ADN en presencia del HDACI. Al comparar estos dos sets de
datos (Secciones 7.1 y 7.2.1) se observaron diferencias en las distintas lineas celulares

analizadas y con los diferentes HDACI.

En el caso de NaB se obtuvieron diferentes resultados con las dos dosis ensayadas. Con NaB 1
mM en el caso de las lineas celulares 253J y CHOK1 fue posible confirmar la hipétesis planteada.
En la linea 253J la reduccién en la sobrevida observada en el tratamiento combinado (NaB 1mM
+ etopdsido 20 uM) (Figura 22b) se correlaciond con un mayor nivel de dafo genético inducido
en comparacion con el tratamiento solo con etopésido (Figura 29a). En el caso de CHOK1, donde
no se observé sensibilizacion con la combinacién de esta dosis de NaB y etopdsido (20 uM),
constatandose el mismo nivel de sobrevida en presencia y ausencia de NaB (Figura 26b), esto
se correlacioné con un nivel de dafo que no resultd significativamente diferente entre ambos
tipos de tratamientos (Figura 29d). Sin embargo, en la linea celular T24, en la que si bien al igual
que en 253J en las células pre-tratadas con NaB 1 mM se observé un mayor nivel de dafo
inducido (Figura 29b), con la dosis de etopdsido 20 uM no existié reduccion de la sobrevida en

comparacion con el tratamiento con etopdsido solamente (Figura 24b).

En el caso de NaB 5 mM en la linea celular CHOK1 se confirmé la hipétesis planteada, ya que
la mayor sobrevida observada en la combinacion NaB 5 mM y etopésido (20 uM) (Figura 26b) se
correlacion6 con una menor induccion de dafio genético en comparacion con el tratamiento con
etoposido solamente (Figura 29d). Sin embargo, esto no fue asi para 253J y T24, ya que en
ambas existié sensibilizacion en las células pre-tratadas con esta dosis de NaB para etopdsido
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20 uM (Figuras 22b y 24b), pero el dafio inducido en el ADN con esta combinacién de
tratamientos no resultd mayor que en las células expuestas solo a etopdsido, incluso en el caso

de T24 éste fue significativamente menor.

Para VPA, los resultados de sobrevida mostraron la sensibilizacion de la linea celular 253J con
el tratamiento combinado empleando ambas dosis de este HDACi en comparacién con las
células expuestas a etopdsido solamente (Figura 18b). Los datos obtenidos acerca del dano
inducido en el ADN por etopdsido en combinacion con VPA mostraron niveles similares tanto en
presencia como ausencia de este HDACi (Figura 28). Sin embargo, los mismos fueron obtenidos
en la linea celular linfoblastoide humana FLEBV y quizas no puedan ser extrapolables a 253J,
ya que los HDACi en diferentes tipos celulares podrian desencadenar la muerte celular por

diferentes mecanismos, actuando sobre diferentes blancos celulares.

Por otra parte, en células de cancer de mama (MCF-7) Marchion et al. (2005a) observaron que
el dafio inducido por epirrubicina (agente intercalante) aumenté significativamente cuando las
células fueron pre-tratadas con VPA (2 mM) por 48 horas. Este efecto estuvo asociado al
aumento de la apoptosis. A su vez, Marchion et al. (2005a) evaluaron la sobrevida celular
mediante ensayos clonogeénicos y encontraron que el pre-tratamiento con VPA disminuyé la
sobrevida de las células comparada con la de las tratadas con epirrubicina solamente. Estos
autores asociaron la capacidad de potenciacién de la epirrubicina por parte de VPA con la
descondensacién que genera a nivel de la cromatina. Esta mayor descondensacion fue
confirmada por el aumento en la sensibilidad del ADN a nucleasas producida por VPA, lo que

permitié una mayor asociacion al ADN de este agente intercalante.

Por lo tanto, el efecto de la inhibicion de HDACs en la sobrevida de las células tratadas con

etopdsido, dependiendo de la dosis empleada y de la linea celular analizada, puede tener una

correlaciéon negativa con el nivel de dafo inducido en el ADN. Tal como ocurri6 en el caso de

las lineas celulares 253J con la dosis de NaB 1 mM y CHO K1 con ambas dosis de NaB,

corroborandose en estos casos la hipétesis (#2) planteada.

Sin embargo, dado que no puede establecerse una conclusion general para todas las lineas

celulares estudiadas, es probable que existan otros factores ademas del dafo genético inducido,

que incidan en la potenciacion del efecto del etopdsido por parte de los HDACI.
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HDACi en combinacion con etopésido vs HDACi en combinacion con radiaciones

ionizantes

En el caso de los tratamientos combinados de HDACi con otro inductor de RDCs como los rayos
X en la linea celular FLEBV (Seccion 7.2.2), tanto en presencia de VPA como de NaB, el nivel
de dano genético inducido no se diferencio significativamente del generado en ausencia de ellos
(Figuras 33 y 34).

En cambio, en la combinacion de los mismos con etopésido existieron diferencias entre el efecto
de ambos en el dafno genético inducido en FLEBV. En el caso de VPA el resultado fue similar al
de la combinacién con rayos X, dado que el nivel de dafo en presencia de este HDACI no fue
significativamente diferente al obtenido en ausencia de él (Figuras 28). Sin embargo, con NaB
en la combinacion con etopdsido el resultado fue similar a lo obtenido con rayos X solo para la
dosis de 1 mM, observandose que el dafio genético inducido se encontré en el mismo nivel con
y sin pre-tratamiento con NaB (Figura 29c). A diferencia de lo observado para rayos X, el nivel
de dafio genético observado en el tratamiento combinado de NaB 5 mM y etopdsido resultd
significativamente menor que en ausencia de este HDACi (Figura 29c¢). Como se comento
anteriormente, en las lineas celulares T24 y CHOK1 también se observé el mismo resultado
(Figura 29 b y d).

Esta diferencia en el nivel de dafio genético inducido en FLEBV, con la combinaciéon de NaB 5
mM entre ambos agentes inductores de RDCs, podria estar relacionada con el mecanismo de
accion de los mismos. Mientras que los rayos X inducen RDCs en forma directa sobre el ADN,
el etoposido lo hace de manera indirecta al estabilizar el complejo clivable generado por la
topoisomerasa I, fundamentalmente por la isoforma o (Topolla). La accidn de esta enzima, y por
ende la accién genotoxica del etopdsido, se encuentran asociadas a las fases S y G2 del ciclo
celular. Por lo tanto, una explicacion sobre el efecto diferencial de NaB 5 mM en su combinacion
con rayos X y etopdsido podria estar dada por los resultados obtenidos acerca del efecto de esta
dosis de NaB en la progresion del ciclo celular (Seccién 7.2.1). Los resultados de los analisis de
citometria de flujo realizados mostraron que el pre-tratamiento con NaB 5 mM condujo al
enriquecimiento del cultivo celular en la fase G1 del ciclo, con la consiguiente reduccion de la
proporcion de células en la fase S en T24 y CHOK1 (Figuras 31 y 32). Dado que la topoisomerasa
Il no es activa en G1, las células que se encontraban en esta fase del ciclo celular resultaron
menos sensibles al etopdsido, ya que éste no fue capaz de inducir dafio en el ADN por no
formarse el complejo clivable sobre el que actua. En el caso de los rayos X, al inducir dafo de
forma directa sobre el ADN, su efecto es independiente de la fase del ciclo celular en la que se

encuentran las células en el cultivo en el momento del tratamiento.

Por lo tanto, tomando en cuenta los resultados obtenidos sobre el efecto de NaB en la progresién
del ciclo celular, es posible explicar el menor dafio inducido por etopdsido en los pre-tratamientos
con NaB 5 mM en las lineas celulares T24 y CHOK1 en comparacién con las células expuestas

solo a etopdsido (Figura 29 b-d). Si bien no se cuenta con datos sobre el efecto de NaB en la
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progresion del ciclo celular en FLEBV y CHO xrs-5, esta explicacion podria hacerse extensiva a
estas lineas celulares en las que también se observé una menor induccion de dafio en presencia
de NaB 5 mM, en comparacién con el inducido en las células tratadas solo con etopdsido (Figuras
29 cy 30). En el caso de CHOK1, donde en el tratamiento combinado de etopdsido con NaB 5
mM la acumulacion de células en la fase G1 del ciclo celular fue aun mayor que en T24 (Figura
31a), la diferencia en el nivel de dafio inducido luego de dicho tratamiento y el inducido solo con
etoposido fue también mayor. Estos resultados obtenidos en CHOK1 sobre el enriquecimiento
de la poblacion celular pre-tratada con NaB 5 mM en la fase G1 del ciclo celular, y al menor dafo
inducido en presencia de esta dosis de NaB, se correlacionan con la mayor sobrevida celular
observada luego de este tratamiento (Figura 26 b). En el mismo sentido, en el caso del pre-
tratamiento con NaB 1 mM, el cual no provocé la detencién del ciclo celular en CHOK1 (Figura
38c), se observaron niveles similares de sobrevida y de dano inducido en el ADN entre el
tratamiento solo con etopdsido (20 uM) asi como en la combinacion de NaB 1mM y etopésido.

Por el contrario, en la linea celular tumoral 253J, la no detencion del ciclo celular con el pre-
tratamiento con NaB 1 mM (Figura 38a) se correlaciona con la mayor sensibilidad observada en
términos de sobrevida y mayor dafio inducido en el ADN en comparacion con el tratamiento solo
con etopodsido (Figuras 22b y 29a). Asimismo, el menor efecto de NaB 5 mM en el ciclo celular
en el tratamiento combinado (NaB 5 mM + Etopdsido) en esta linea celular (Figuras 31a 'y 32) se
correlaciona con el nivel de dafio observado el cual no resulté significativamente diferente del

inducido por el tratamiento solo con etopdsido (Figura 29 a).

HDACi en combinacioén con radiaciones no ionizantes

En relacién al efecto de TSA (50 ng/ml) en la induccién de dafio en el ADN por UVC (4 J/m?s) en
la linea celular AA8, se observo que esta combinacién de tratamientos indujo un nivel de dafio
significativamente mayor en comparacion al inducido en las células expuestas solamente a UVC
(Figura 38). Este resultado se correlaciona con la sensibilizacion observada en esta linea celular
luego del tratamiento combinado de estas dosis de TSA y UVC (Bervejillo 2009 y Valencia-Payan

2016) y en la linea 253J en combinacion con etopésido (Figura 20b).
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En resumen, dados los resultados obtenidos, en el caso de NaB (1 mM) combinado con
etopdsido en 253J y T24; y TSA (50 ng/ml) combinada con UVC en AAS8 fue posible confirmar
la hipoétesis planteada (#2), ya que se observé un mayor nivel de dafio genético en presencia de

estos HDACi lo que se correlacion6 con sensibilizacion a nivel de sobrevida celular.

Sin embargo, con VPA si bien se observo sensibilizacion al etopdsido en 253J, no se constato un
mayor nivel de dafio inducido en su combinacién con etopdsido o con rayos X en comparacion con
el generado por estos agentes genotdxicos en forma aislada. Por lo tanto, una mayor induccion de

dafo podria ser uno de los factores involucrados en la sensibilizacién observada.

8.3- Efecto de los HDACi en la cinética de remocion del dafio genético inducido

El tratamiento con los tres HDACi analizados (NaB, VPA y TSA) alter¢ la tasa de reparacion del
dafo genético inducido por diferentes agentes genotdxicos, ya sea disminuyéndola o
aumentandola. Por lo tanto, el mantenimiento de la acetilacion de histonas inducido por los
HDACI y los efectos que esto genera a nivel celular, interfiere en la remocién del dafo por

diferentes sistemas de reparacion del ADN.

En la mayoria de las combinaciones analizadas se observo una reduccion de la eficiencia de
remocioén del dano. Este fue el caso de NaB (5 mM) en combinacion con rayos X, VPA (0.7 mM)
en combinacion con rayos y y TSA combinada con UVC. La unica excepcion fue el caso de NaB
1 mM en combinacion con rayos X en la linea celular FLEBV, donde se observé una mayor

eficiencia de reparacion.

La influencia de los HDACI en la cinética de reparacioén podria estar dada tanto por la modificacién
que inducen en la conformacion de la cromatina, como por su accion sobre las actividades
enzimaticas implicadas en la reparacion del ADN, o incluso por acetilacion de factores

involucrados en la reparacion.

Efecto de los HDACi en los diferentes sistemas de reparacion

Reparacién de rupturas de doble cadena en el ADN (RDCs)

Se ha constatado que tanto la actividad HAT como HDAC estarian implicadas en la reparacién
de RDCs. Por ejemplo en levaduras, mutaciones en multiples residuos de lisina de la histona H4
o mutaciones en HATs confieren sensibilidad frente a agentes que inducen RDCs (Qin y Parthun
2002). A su vez, la desacetilacion de diferentes lisinas acetiladas también se ha visto que es
necesaria para la reparacion de RDCs (lkura et al. 2000; Jazayeri et al. 2004; Tamburini y Tyler
2005). En este sentido, se ha constatado que las HDAC1 y HDAC2 humanas participan en la
respuesta al dafo en el ADN promoviendo el NHEJ (Miller et al 2010). Ambas HDACs son
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inhibidas por los HDACi empleados en este trabajo, por lo tanto al no estar activas es probable

que la activacion de esta via de reparacion resulte afectada.

Wourtele y Verreault (2006) plantearon que si bien se ha visto que la unién de HDACs a sitios de
RDCs coincide temporalmente con la remocion de la acetilacion, aun no se conoce si la
desacetilacion de histonas en los sitios dafados participa directamente en la reparacion o si actua
restaurando el ambiente cromatinico local que existia en forma previa a la produccion de la

lesion.

Por otra parte, la desacetilacién de histonas en lisinas especificas podria constituir un mecanismo
de senalizacién del sitio dafado. Dado que luego de la exposicion a HDACi se produce la
acetilacion generalizada de histonas, seria posible que el enlentecimiento de la reparacién
observado con el pre-tratamiento con estos agentes, interfiera en la sefializacion del dafio o en
el procesamiento del mismo, alterando el equilibrio de acetilacidon/desacetilacion necesario para

que estos procesos ocurran, conduciendo a una reparacion menos eficiente.

En el caso de la combinacion de NaB 1 mM con rayos X, quizas en este caso una cromatina mas
laxa propicie la reparacién, ya sea permitiendo un mejor acceso al sitio dafiado de los complejos

sensores del dafno o de la maquinaria de reparacion.

Reparacién de dimeros de pirimidinas

Los resultados presentados en este trabajo sobre el efecto de TSA en la cinética de remocién
del dafo inducido por UVC en células AA8 coinciden con otros obtenidos en nuestro laboratorio
en estas células mediante la técnica de dot-blot empleando anticuerpos anti-CPDs (Valencia-
Payan 2016). En dichos ensayos se observé que los dimeros de pirimidina (CPDs) persisten en
presencia de TSA (50 ng/ml) a las 2 horas luego de la irradiacién con UVC (4 J/m?s), mientras
que en ausencia de este HDACi se encuentan al nivel del control negativo. Ambos resultados
demuestran que el tratamiento previo con TSA impide la correcta remocion de los dimeros de
pirimidina (CPDs) inducidos por UVC en células AA8. A su vez, ensayos de digestion del ADN
con nucleasa micrococal sugirieron que cuando las células son irradiadas con UVC en presencia
de tricostatina A podria ocurrir una remodelacién diferencial de la cromatina (Valencia-Payan
2016), lo que impediria la correcta interaccion entre las proteinas del sistema de reparacién por

escision de nucledtidos (NER) y las lesiones producidas en el ADN por UVC.

En este sentido, ha sido demostrada la interaccion entre diferentes mecanismos epigenéticos
durante el NER. Wang et al. (2006) observaron que un proceso de ubiquitinacion de histonas en
las primeras horas luego de la irradiacion UVC es necesario para permitir una correcta remocién
de las histonas del octamero, dejando el ADN libre para que las proteinas del sistema de
reparacion actuen de manera eficiente. Por otro lado, se ha constatado que altas concentraciones
de TSA activan a deubiquitinasas de histonas (2A-DUB (H2A)), impidiendo el correcto

desensamblaje nucleosémico necesario para una correcta actividad del NER (Zhu et al. 2009).
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Por lo tanto, los resultados presentados en este trabajo junto con evidencias experimentales
previas, permiten proponer que la alteracion del balance acetilacion/desacetilacion, generado
por el pre-tratamiento con HDACI, podria estar en la base de la disminucién de la eficiencia
de remocién del dano inducido en el ADN por diferentes sistemas de reparacién. Esto podria
ser explicado por una reduccion en la interaccién de las proteinas de los sistemas de
reparacion a nivel de los sitios de ADN dafnados, debido a cambios en la conformacion de la

cromatina.
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9- CONCLUSIONES

* Los HDACi VPA, NaB y TSA sensibilizaron a la linea celular tumoral de vejiga 253J al
tratamiento con etopdsido, siendo TSA la que indujo la mayor disminucion de la sobrevida

celular.

* EI HDACIi NaB sensibilizé a la exposicién a etopdsido a las lineas celulares tumorales de
vejiga 253J, T24 y a la linea de ovario de hamster chino CHOK1, existiendo diferencias entre

ellas en las dosis de NaB mas efectivas y el grado de sensibilizacion alcanzado.

» Eltratamiento solo con TSA indujo un aumento en el nivel dafio en el ADN en la linea celular
de hamster chino AAS8, lo que se correlacioné con la disminucién de la sobrevida inducida
por este HDACI.

* El efecto sensibilizador del NaB al etopésido podria ser explicado por un aumento del dafio
genético inducido, el que estaria inversamente relacionado a la detencion del ciclo celular
inducida por este HDACI, sobretodo para las lineas celulares 253J y CHOK1, ya que dosis
altas de este HDACi (5 mM) puede causar el enriquecimiento de la poblacion celular en la

fase G1 del ciclo, lo que estaria asociado a una menor actividad de Topo II.

* Los resultados obtenidos sobre el efecto de HDACi en la cinética de remocién del dafo en
el ADN inducido por rayos X, rayos gamma y UVC permiten proponer que la alteracién del
balance de acetilacién/desacetilacion generado por el pre-tratamiento con dosis elevadas de

estos inhibidores reduce la eficiencia de la reparacion de RDCs y CPDs.
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10-

PERSPECTIVAS

Analizar el efecto de inhibidores especificos de determinadas HDACs (HDACI) sobre la
accion de agentes genotoxicos, de manera de lograr una mayor profundizacion sobre los
mecanismos involucrados en la potenciacion de los mismos. Por ejemplo usando inhibidores
especificos de las HDAC1 y HDAC2 que se han visto involucradas en la via de reparacion
de RDCs NHEJ.

Evaluar el efecto de la inhibicién de HDACs en diferentes etapas de la respuesta celular al
dano en el ADN. Por ejemplo, estudiando la posible incidencia de los HDACi en la deteccién
del sitio dafiado y el reclutamiento de la maquinaria de reparacién, analizando su efecto en
la afinidad de unién al ADN de los complejos proteicos involucrados mediante
inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlIP). O evaluando el efecto de HDACi en la
amplificacion de la sefial de dafo, en la actividad de proteinas integrantes de la cascada de
sefalizacién, como por ejemplo ATM, mediante western blots empleando anticuerpos que

reconozcan en forma especifica a dichas proteinas fosforiladas.

Estudiar el efecto de HDACIi en la expresion de proteinas que participan en los diferentes
sistemas de reparacién del ADN como Ku70 y Ku80 del sistema NHEJ o proteinas del
sistema NER, mediante western blots realizados a partir de células expuestas a estos
inhibidores. De esta manera, se podria evaluar si la menor eficiencia en la remocion del dafo
en presencia de los HDACIi podria ser causada por la disminucién de los niveles de proteinas

involucradas en estos sistemas de reparacion del ADN.
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