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REBUMEN

La anemia de Fanconi es una enfermedad autosémica
recesiva gque pertenece a los sindromes de inestabilidad
cromosémica. Las células de estos pacientes son
hipersensibles a agentes alquilantes bifuncionales como 1la
mitomicina C. Hay evidencias de que la alteracién basica de
esta enfermedad estid a nivel de la reparacién del ADN. En un
estudio previo se observé que el plasma normal tiene un
factor difusible capaz de disminuir 1las aberraciones
cromosémicas en las células de anemia de Fanconi tratadas con
mitomicina ~-C, En el presente trabajo, se investigé si este
factor de correcciédn puede ser producido por cé&lulas normales
in vitro y si pertenece a un sistema inducible de reparacién
(probablemente deficiente en la anemia de Fanconi). Para esto
se utilizaron medios condicionados por células normales con
diferentes tratamientos que se agregaron a los cultivos de
las células de anemia de Fanconi las Qltimas 24 horas. La
forma de identificar la presencia e induccién del factor se
hizo a través del efecto de correccién de la frecuencia de
las aberraciones cromosémicas producidas por la mitomicina-cC
en células de pacientes con AF. Los resultados indican que
solo los medios condicionados dque contienen plasma normal
pueden producir de forma constante el efecto de correccién.



INTRODUCCION

ABPECTOS8 CLINICOS

La anemia de Fanconi (AF), se reporté por primera vez en
1927 por el doctor Guido Fanconi profesor de pediatria y
director del hospital infantil de 2urich, guien describi6 a
tres hermanos gue murieron de anemia y presentaban ademas
retraso en el crecimiento, microcefalia, hiperpigmentacién de
la piel, hiperreflexia, hipoplasia genital y anormalidades
esqueléticas de radio y pulgar. (1)

Actualmente, se sabe que esta enfermedad SLgue un patrén
de herencia autosémico recesivo con una frecuencia aproximada
de uno de cada 360 000 individuos (2,3). Los estudios del
padecimiento han mostrado que el cuadro clinico es muy
variable; las caracteristicas clinicas mas comunes se seflalan
a continuacién:

Los pacientes desarrollan pancitopenia entre los 5 y 10
afios de edad, aunque hay un grupo que la presenta en la
adolescencia e incluso en edad adulta. Esta pancitopenia se
produce por una falla progresiva en la médula ésea, comprende
todos los tipos celulares (eritrocitos, leucocitos vy
plaquetas) y produce anemia, leucopenia y/o trombocitopenia,
lo que conduce a un alto riesgo de infecciones y hemorragias.
Con frecuencia se ha observado un incremento en el nGmero de
macrb6fagos, lo cual indica hemofagocitosis.

La mayoria de los casos presenta hiperpigmentacién Qgde
la piel, la cual puede ser generalizada y/o con manchas café
oscuro de tamafio variable principalmente en el tronco.También
puede haber zonas pequefias de hipopigmentacién.

Las alteraciones esqueléticas m&s comunes son las de
radio y pulgar en el 60% de los casos. El pulgar puede estar
ausente, rudimentario, trifaladngico o carecer del primer
metacarpiano; la ausencia del pulgar se puede asociar con la
falta de radio y pueden estar afectados ambos brazos. Otras
alteraciones esqueléticas son la microcefalia, micrognatia y
microftalmia, asi como cambios en los centros de osificacién
y adelgazamiento de las falanges.

La mayoria de los casos presentan bajo peso al
nacimiento y retraso en el crecimiento.

Las anormalidades renales son comunes Yy consisten en
rifibn pélvico y rifién en herradura, lo que puede producir
plelonefritis por via retrdégrada.

Por 1lo general los pacientes no tienen problenmas
neurolégicos, sin embargo algunos casos presentan
hiperreflexia y/o retraso mental.



En el sexo masculino es frecuente la hipoplasia genital
Yy la criptorquidia.

Los pacientes con AF tienen alto riesgo de desarrollar
leucemia, la mds frecuente es la mieloblastica aguda, aunque
también se presenta la monoblastica, la eritroleucemia y la
leucemia aguda no linfoblastica. A pesar de dque la
susceptibilidad a cambios malignos esta confinada
principalmente al sistema hematopoyético, también se ha
descrito céncer del sistema gastrointestinal y carcinoma
hepatocelular.

AGn no se ha encontrado un manejo terapéutico adecuado
para estos pacientes. El1 tratamiento para la pancitopenia
consiste en transfusiones de paquete celular, las cuales sdlo
producen bienestar temporal al paciente. Por otra parte, para
estimular la proliferacién de las células sanguineas, se
administran andrégenos por largos periodos de tiempo, sin
embargo, este ré&gimen de tratamiento se ha asociado con
neoplasia hep&tica y con leucemia, por lo que se ha postulado
que el incremento en la incidencia de estos procesos malignos
es el resultado de la terapia con andrdgenos mids que la
consecuencia del defecto basico de la enfermedad. La falla en
médula ©6sea no se puede suplir por transplante por la
hipersensibilidad de estos pacientes a los inmunosupresores
que deben administrarse para que no haya rechazo del tejido
huésped (4).

ASPECTOS8 CITOGENETICOS

La AF pertenece al grupo de los sindromes con
inestabilidad cromosémica junto con la Ataxia Talangiectasia,
el sindrome de Bloom y el Xeroderma Pigmentoso, entre otros.
Todos estos sindromes son autosdmicos recesivos, con 1la
caracteristica de presentar rompimientos cromosémicos
espont&neos Yy/o inducidos por hipersensibilidad a agentes
fisicos y quimicos, asi como predisposicién al desarrollo de
neoplasias. (5).

La inestabilidad cromosémica en AF fue observada por
primera vez en 1964 por Schroeder y colaboradores (6). Los
linfocitos de estos pacientes se caracterizan por presentar
de manera espontinea rupturas cromatidicas y "gaps" y con
menor frecuencia rupturas cromosémicas, fragmentos y
multirradios entre cromosomas no homdélogos. También se pueden
cbservar otras anormalidades como alta frecuencia de
endorreduplicacién y formacidén de micronGcleos.



La inestabilidad cromosémica también se pone de
manifiesto en cultivos de fibroblastos y preparaciones de
médula o6sea; en esta Gltima se han reportado clonas de
rearreglos cromosémicos, aunque no son caracteristicas del
padecimiento.

El intercambio de cromatidas hermanas no esta
incrementado en estos pacientes con respecto a los
normales. (7)

cuando las células AF se tratan con agentes alquilantes
bifuncionales , como la mitomicina-C (MMC), el diepoxibutano,
la mostaza de nitrégeno, el 8-metoxipsoralen activado con luz
ultravioleta, la ciclofosfamida o el cis-
diaminodicloroplatino, presentan frecuencias de rompimientos
cromosémicos significativamente mayores gque las dque se
encuentran en cé&lulas normales.(8 ). La especificidad al dafio
producido por los agentes alquilantes bifuncionales se ha
utilizado para el diagnéstico de esta enfermedad (9,10).

Los radicales libres también se han propuesto como
agentes clastégenos a los que las células AF son
hipersensibles. El1 butilhidroperéxido y el peréxido de
hidrégeno inducen dafio cromosémico en 1linfocitos AF y su
efecto se reduce por tratamientos con antioxidantes. Ademis
la frecuencia de aberraciones cromosémicas muestra’ una
correlacién positiva con la tensién de oxigeno por encima del
50%, concentracién a la cual se genera una gran cantidad. de
radicales libres del oxigeno. (11, 12)

MITOMICINA - C

La Mitomicina-C fue aislada de Streptomyces caespitosus,
forma cristales azul violeta, tiene un peso molecular de 334
daltones y es soluble en agua y en solventes orgénicos. Es
un agente algquilante y tiene tres grupos potencialmente
activos: una quinona, un uretano y un anillo de aziridina.

Esta sustancia ha sido usada como antibiético y agente
antitumoral ya que inhibe la divisién en bacterias, células
tumorales y lineas celulares en cultivo, los estudios sobre
los efectos de la MMC demuestran que produce inhibicién
mitdética y las células que se dividen subsecuentemente a su
exposicién presentan aberraciones cromosémicas; su toxicidad
es mas efectiva durante la fase Gl tardia o S del ciclo
celular.



LA MMC no reacciona por si misma con el ADN a menos que
sea activada por reduccién. Al incorporarse en la célula, la
MMC se convierte a su forma reducida activa por un sistema
reductasa dependiente de NADH. Esta reaccién induce 1la
activacién en el anillo de aziridina y en el ion carbonio en
la posicién Cj30, (fig.l posicién X y Y respectivamente) vy
aunque estos dos sitios reactivos son suficientes para
explicar su actividad como agente alquilante bifuncional, no
se puede excluir un tercer sitio en el carbono 7 (fig.1
posicién 2), el cual puede actuar como potenciador para la
formacién de enlaces cruzados en el ADN. La posicibén Og del
residuo de guanina puede ser preferencialmente alquilado y
eventualmente se pueden formar enlaces cruzados de residuos
de guanina en hebras opuestas del DNA. Por esto, el grado de
enlaces cruzados de MMC es proporcional al contenido de bases
G-C en el ADN.

Cuando la MMC esta activada es un potente agente
alguilante bifuncional o trifuncional e induce enlaces
cruzados interhebra e intrahebra en el ADN, pero los enlaces
interhebra tienen un efecto mids deletéreo en la funcién y
supervivencia celular (13-15).

FIGURA 1
ESTRUCTURA DE LA MITOMICINA-C
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ASPECTO8 MOLECULARES

El defecto basico en AF alGn no se conoce, por lo que se
han planteado varias hipétesis:

1.- Deficiencia de enzimas de proteccién contra radicales
libres generados por el metabolismo del oxigeno (16-18).

2.~ Alteracién en el transporte a través de la envoltura
nuclear de la topoisomerasa.(19,20).

3.- Defecto en la reparacién del ADN. (21-23).

De estas tres hipétesis, la que cuenta con mas evidencia
experimental es la dGltima:

Se ha demostrado que las células AF son deficientes en
la reparacién de los enlaces cruzados producidos por la MMC
(23); esto se corrobora en un estudio reciente donde se
encontré que en genes de RNA ribosomal de linfoblastos AF, 1la
eliminacién de enlaces cruzados producidos por la MMC era del
30% 24 horas después del tratamiento y de 50% a las 48
horas, mientras que en las células normales era del 80% a las
24 horas y a las 48 ya casi no se detectaba este dafio. (24)

Esta remocién defectuosa de enlaces cruzados puede tener
consecuencias en la supervivencia celular y en el tiempo de
ciclo celular, como pudo observarse cuando se tratdé a las
células de estos pacientes con otro agente que produce
enlaces cruzados, el 8-Metoxipsoralen mis 1luz ultravioleta,
ya que se encontrd que no hay progresién de la sintesis de
ADN tal vez por la persistencia de las lesiones causadas por
estos agentes; estas mediciones han servido para identificar
dos grupos de complementacién: el A que no puede recuperar la
tasa de sintesis normal y el B gue se recupera después de un
tiempo aproximado de 24 horas. (25).

Por otra parte, las aberraciones cromosémicas producidas

por los agentes que forman enlaces cruzados, son
principalmente de tipo cromatidico, lo gque sugiere dgue
ocurren en fase S y G2 del ciclo celular. En células AF se

ha demostrado que la fase G2 es muy larga, aproximadamente el
doble de la duracién normal y las metafases de las células
con G2 méds lenta son las que presentan la frecuencia mis alta
de aberraciones cromosdémicas. Este retraso en G2 puede
corresponder al periodo de reparacién postreplicativa que
puede ser anormal en AF, ya que al utilizar cafeina que es un
inhibidor de este tipo de reparacién, se observa un ciclo
celular mas ripido debido a que G2 recupera su periodo normal -
(26).



Por lo anterior, las evidencias apuntan a que la posible
alteracién en AF esté en el mecanismo de reparacién
postreplicativo, del cual se conoce poco en células
eucariontes en general y mucho menos en células de mamifero.

En bacterias el sistema de reparacién post-replicativo
estd constituido por varias proteinas, entre ellas Rec-A.
Esta proteina recibié su nombre debido a su capacidad de
intercambiar hebras de ADN, posteriormente se 1le encontréd
otra funcidén: cuando la células se tratan con radiacién
ultravioleta o con otro agente que produzca dafio al ADN y
bloguea 1la replicacidén, esta proteina causa la ruptura
proteolitica de proteinas blanco responsables de la expresién
de muchos genes, cuyos productos incluyen funciones de
reparacién.

Muchos tratamientos gque dafian el ADN e inhiben 1la
replicacién en E.coli inducen una serie compleja de fenémenos
conocidos como "Respuesta SOS". Esta respuesta de la célula
para reparar el ADN dafiado induce la sintesis de componentes
del sistema de reparacién por excisién y de la via de
reparacién por recombinacién o postreplicativa, ademas de
inhibir la divisién celular.

El evento inicial en respuesta al dafio es la activacién
de la funcién de proteasa de Rec-A que responde a ADN
monochebra y requiere de ATP. Rec-A activada interactGa con un
represor Lex—-A de 22 000 daltones, codificado por el gen lex-
A, 1la ruptura proteolitica de este represor induce los
operones a los gue la proteina Lex-A estd normalmente unida.

Los genes blanco para la represidén por Lex-A incluyen algunos
de los genes que se conocen como parte de la respuesta SOS
tales como rec-aA, lex-A, uvrA, uvrB, umuC, himA, varios de
ellos son constitutivos pero incrementan sus productos por
ruptura de Lex-A.

Durante la induccién, Rec-~A se incrementa de un nivel
basal de aproximadamente 1200 moléculas por célula a un nivel
50 veces mayor, esto produce gque todos los represores Lex-A
estén rotos, ya que lex-A tiene represién autdgena y al estar
en estado de induccién también se produce en gran cantidad,
asi al desaparecer 1la sefial de induccién, Rec-A pierde 1la
capacidad de proteasa y en el medio quedan suficientes
moléculas de represor para unirse a las cajas SOS y apagar la
expresién de los genes que regula. (27).



En células de mamifero se han encontrado proteinas cuyas
propiedades in vitro sugieren que pueden ser parte de un
sistema de reparacién inducible, las cuales son seleccionadas
por sus semejanzas con las proteinas de la respuesta SO0OS de
bacterias: baja abundancia, induccién rapida e incremento en
la transcripcién hasta de 10 veces, sin embargo la induccién
de estos genes puede representar una respuesta a estres sin
ser especificos de dafio al ADN.

En el humano hay ejemplos de enfermedades en las que hay
defectos en la reparacidédn del ADN. El1 Xeroderma pigmentoso
cuya caracteristica es 1la hipersensibilidad a 1la 1luz
ultravioleta y el dafio severo en la piel, se atribuye a una
falta en la reparacién por excisidén, ya que las células
cultivadas de estos pacientes no muestran remocién de los
dimeros de pirimidina y de otros aductos. El sindrome de
Bloom cuyo cultivo celular se caracteriza por tener
incrementado el ndmero de intercambio de cromatidas, puede
estar relacionado a la reparacién por recombinacién.

El hecho de dque 1las células de Xeroderma pigmentoso
tengan cerca de nueve veces mayor sensibilidad al daifio
producido por la 1luz ultravioleta que las células normales Yy
las AF, indica gue las células AF pueden reparar monoaductos,
esto sugiere gque en células de mamifero (a diferencia de
bacterias) puede haber vias de reparacién diferentes para el
tipo de lesién al ADN y que las células AF son deficientes
especificamente en la via de remocién de enlaces cruzados
(28) .

En el estudio de los diferentes sindromes de
inestabilidad cromosomica, se han identificado factores
biolégicos de dos tipos: 1.-Clastogénicos producidos por
células anormales y 2.-Correctivos producidos por las células
normales. Los primeros pueden ser consecuencia de la
degradacién anormal de sustratos o de la sintesis de un
producto génico alterado, y al estar en contacto con células
normales inducen la misma respuesta patoldgica gue presentan
las células que lo producen. Los factores correctivos son
capaces de restaurar la funcién normal en las células
defectuosas Yy pueden corresponder a las moléculas
responsables de la complementacién en los sindromes
genéticos. La identificacién y caracterizacién de ambos tipos
de factores puede llevar al conocimiento de 1la actividad
metabdélica defectuosa del padecimiento e incluso a encontrar
el gen dapado. '

En el sindrome de Ataxia Talangiectasia se ha aislado un
factor clastogénico del plasma, suero e inclusive del medio
condicionado de estas células. El cultivo de células normales
en presencia de este factor les produce un incremento de dos
a cinco veces mas rompimientos cromosémicos.
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En el sindrome de Bloom también se ha reportadc un
factor clastogénico en el suero concentrado y el medio
condicionado por 1las células de estos pacientes. La
cocultivacién de estas células con normales, induce elevada
frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas en las
células normales; estos resultados han causado controversia,
ya que también se han obtenido resultados negativos (3).

En AF diversos autores han encontrado que las células
dafiadas por MMC pueden ser restauradas parcialmente por
cocultivacién o hibridacién con células normales (29). En
estudios realizados en nuestro laboratorio con cocultivacién
de cé&lulas AF con normales y cultivo de células AF solo con
el plasma normal,se encontrd gque en ambos habia disminucién
en las aberraciones cromosémicas producidas por la MMC en las
células AF. Estos resultados sugirieron la existencia, en
células normales de un factor corrector difusible, pues la
sola presencia del plasma fue capaz de corregir parcialmente
el dafio y por tanto complementar el defecto inherente a las
células AF (30).

Debido a que existen evidencias de que la alteracién en
AF. estd a nivel de la reparacién postreplicativa y de que
existe un factor difusible gque es capaz de complementar
parcialmente la falla, es probable gque este factor pertenezca
al sistema de reparacién deficiente en la AF y sea deé tipo
inducible. Si es asi entonces su produccidn puede ser
estimulada en células normales por exposicién de éstas a
agentes clastogénicos como la MMC y la forma de identificar
la presencia e induccién del factor puede ser a través del
efecto de correccidédn sobre la frecuencia de aberraciones
cromosémicas producidas por la MMC en células de AF.
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OBJETIVOS-

l.-Investigar si el factor de correccidn presente en el

plasma normal, puede ser producido por las células normales
in vitro.

2.-Obtener evidencias de que el factor de correccién:
a) Pertenece a un sistema de reparacién inducible del ADN.
b) Es difusible al medio de cultivo.
c) Es capaz de complementar a las células AF.

HIPOTESIS

Si el factor de correccién forma parte de un sistema de
reparacién inducible , entonces su produccién en células
normales sera estimulada por la previa exposicién a la MMC y
se demostrari por su efecto de correcciédn de las aberraciones
cromosémicas inducidas por MMC en células AF.
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MATERIAL Y METODO

Este trabajo se realizé con la cooperacién voluntaria de
un sujeto sano y cuatro pacientes con AF. El diagnéstico del
padecimiento se establecid clinicamente: por presencia de
pancitopenia, talla baja, hiperpigmentacién de la piel y/o
anormalidades esqueléticas. Citogeneticamente: por
inestabilidad cromosémica e hipersensibilidad a la accidén de
la MMC.

S8IEMBRA

En cada caso se obtuvo muestra de sangre periférica con
una jeringa previamente heparinizada y se prepararon cultivos
de linfocitos de la siguiente manera:

En frascos estériles de tipo antibiético de 60 ml, se
agregaron: 4.5 ml de medio Mc Coy Sa modificado, 0.25 ml de
fitohemaglutinina, 0.02 ml de antibi6tico (penicilina -~
estreptomicina) y 0.4 ml de la muestra de sangre, en estas
condiciones se incubaron a 37°C.

A los cultivos de linfocitos AF se les agregaron 40
ng/ml de MMC a las 30 horas de incubacién, se dejaron
expuestos a este agente hasta las 54 horas, luego se lavaron
2 veces con solucién isoténica (NaCl 0.9%) y los paquetes
celulares se reincubaron con 4 diferentes tipos de medios
condicionados por células normales y un control con medio Mc
Coy, al concluir las 78 horas de cultivo se cosecharon.

PREPARACION DE MEDIOS CONDICIONADOS

. Los cultivos de «células normales recibieron cuatro
diferentes tratamientos:

1.~-Cultivos que crecieron sin modificacién en las condiciones
ya mencionadas hasta las 54 horas.

2.-Cultivos que a las 30 horas de incubacién se lavaron (con
esto se eliminé el plasma autdlogo) y el paquete celular se
reincubé con 5 ml de medio Mc Coy hasta las 54 horas.

3.-Cultivos en los que se agregaron 80 ng/ml de MMC desde el
inicio del cultivo, se lavaron a las 30 horas y se les agregd
5 ml de medio Mc Coy para reincubarlos 24 horas m4s.

4.-Cultivos que también crecieron las primeras 30 horas con
80 ng/ml de MMC, se lavaron y a los paquetes celulares se les
agregé ademds de medio Mc Coy, 0.5 ml de plasma autélogo y se
incubaron las Gltimas 24 horas.
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Estos cuatro tipos de cultivos normales, una vez
transcurridas las 54 horas de incubacién se vaciaron a tubos
de ensaye, se centrifugaron a 400g por 10 minutos, se deseché
el paquete celular y el sobrenadante se utilizé como medio
condicionado para suplementar a los cultivos de las células
AF de las 54 a las 78 horas de incubacidén. (fig 2).

Con el experimento 1 se determinard 1la presencia del
factor de correccién en el medio condicionado con plasma
normal.

Con el experimento 2 se determinard si las células in
vitro son capaces de producir el factor de correccidén, ya que
se elimina el plasma autdlogo y se incuban 24 horas sé6lo con
medio Mc Coy.

Con el experimento 3 se determinara si las células
normales poseen un sistema inducible por 1la ‘MMC, para
producir el factor de correccién, pues se exponen al mutageno
desde el inicio del cultivo y luego se incuban en medio
fresco sin plasma autologo durante 24 horas.

con el experimento 4 se investigard si el factor de
correccién pertenece a un sistema inducible y si es activo
por si mismo o requiere de algGn otro factor del plasma, para
esto se exponen las células al mutageno igual que en el
experimento anterior y despues de lavadas se incuban con
medio Mc Coy y plasma autologo.

Tanto los cultivos AF como los normales se hicieron por
duplicado.

COSECHA

La cosecha de las células AF se realizdé por la técnica
convencional: una hora antes del termino de incubacién, a
cada frasco de cultivo se le agregd 0.2 ml de colchicina a -
una concentracién de 1mg/ml, transcurrida esta hora, los
cultivos se vaciaron a tubos de ensaye y se centrifugaron a
400g por 10 minutos, se desechd el sobrenadante y se incubd
el paquete celular con 6 ml de solucién hipoténica (KC1l 0.075
M) a 37°C durante 10 minutos, después de los cuales se
centrifugaron, se eliminé el sobrenadante y se fijé el
paguete celular con una solucién de metanol : &cido acético
(3:1), se dejaron reposar 10 minutos, luego se centrifugaron
y se eliminé el sobrenadante tantas veces como fue necesario,
hasta obtener un paquete celular blanco y un sobrenadante
transparente.
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Las laminillas se prepararon por goteo del material
celular en un portaobjetos y se fijaron a la flama, después
de unos dlas de maduracidén se tifieron las laminillas con
Wrigth al 50% y Giemsa al 10% en buffer de fosfatos, 3
minutos en cada colorante.

Las laminillas fueron codificadas por una persona ajena
al estudio, para hacer un andlisis ciego de éstas.

ANALIBIS

Se analizaron 50 metafases por experimento, por paciente
y se cuantificd el nGmero de aberraciones cromosdémicas, las
cuales consistieron en rupturas: cromatidicas y cromosémicas,
fragmentos: céntricos y acéntricos, anillos, dicéntricos y
figuras radiales.

El andlisis estadistico de los resultados se realizé por
la prueba no paramétrica para intervalos de comparaciones
mGltiples de Steel Dwass (31).
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RESULTADOS

En la tabla 1 se encuentran las frecuencias de
aberraciones cromosémicas por célula encontradas en cada
paciente para cada experimento.

En el experimento control, el promedio de los cuatro
pacientes es de 6.6 aberraciones por célula y no hay
variacién significativa entre cada paciente. Esta frecuencia
disminuyd en el experimento 1 donde el medio condicionado
contenia el plasma de las células normales.

En el experimento 2, donde se eliminé el plasma autdlogo
Yy en el medio condicionado estaban solo 1los productos
difusibles de las células normales sin tratamiento con MMC,
se observd una frecuencia de aberraciones cromosémicas muy
similar al control, en promedio 7.02 ab/cel.

En el experimento 3, donde el medio condicionado sin
plasma tenia los productos difusibles de las células normales
tratadas con MMC, se encontrdé que en dos pacientes (CL y ML)
si hay complementacién, ya que disminuye la frecuencia de
aberraciones cromosémicas , sin embarge los otros dos
pacientes (MA y FM) no muestran esta disminucién.

Finalmente en el experimento 4 cuando el medio
condicionado tenia los productos difusibles de las células
normales tratadas con MMC y plasma normal, el promedio de los
cuatro pacientes disminuyé a 3.6 ab/cel.

En las graficas de distribucién de 1las células con
respecto al nGmero de aberraciones por célula de cada
paciente, se observa la tendencia hacia un nimero mayor de
células con pocas aberraciones en los cultivos cuyos medios
condicionados contienen plasma normal (experimentos 1 y 4).
En los pacientes CL y ML esta tendencia se observa también en
- el-experimento 3.

El andlisis estadistico de esta distribucién se realizé
por la prueba de Steel Dwass gque demostrd diferencia
estadisticamente significativa con ‘una p<0.05 entre el
contrel y los experimentos 1 y 4, asi como entre el control y
los pacientes CL y ML en el experimento 3.



TABLA 1 ‘
FRECUENCIA DE ABERR/CEL EN CUATRO PACIENTES AF

PACIENTES
cL ML MA ™
CONTROL | 760 6.30 6.34 628
EXP. 1 3.46c 330 298¢ 4.44
EXP. 2 702  8.40 766 _.__
EXP. 3 384 396 764 841
EXP. 4 200 244+ 420 4.82¢

»* 0.08 CON RESFRCTO AL CONTROL
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DISTRIBUCION DE LAS CELULAS AF(FM)
CON RESPECTO AL No. DE ABERRACIONES
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DISCUBION -

En este trabajo, se utilizé 1la MMC como agente
clastogénico por 1la ya probada hipersensibilidad de 1los
cultivos AF a este agente y en todos los casos se observé la
elevada frecuencia de aberraciones cromosémicas esperada
(Tabla 1 control).

Con el experlmento 1 se corrobord la presencia del
factor de correccién en el plasma normal. En estudios
anteriores se habia observado que la cocultivacién de células
AF con normales, producia disminucién de las aberraciones
cromosdmicas en las células AF (29). Ademds, al agregar
Gnicamente el plasma normal al cultivo Carnevale y Frias
observaron el mismo efecto (30). En este experimento el
cultivo de células normales conservéd su plasma, por lo que
era de esperarse una disminucidén de las aberraciones como la
que se observa en los cuatro pacientes.

En el experimento 2 donde si se elimind el plasma del
cultivo normal, la frecuencia de aberraciones en células AF
no mostrdé diferencia con respecto al control. Por lo tanto
con este experimento no se demostré la presencia del factor
de correccién en el medio condicionado por células normales.
Es posible que este factor lo produzcan diferentes estirpes
celulares del organismo y alcance una concentracidn tal en el
plasma, que sea capaz de complementar a las células AF y que
las células nucleadas (alrededor de 4 millones) en el cultivo
normal no logren producir el factor en cantidades suficientes
para que se observe disminucién de las aberraciones
cromosémicas en células AF.

El experimento 3 tuvo resultados variables ya que sé&lo
en dos de los cuatro pacientes disminuyeron las aberraciones
de manera comparable a aquellos en los gque el medio
condicionado tenia plasma normal, (exp. 1 vy 4). Esta
disminucién sugirié, que al inducir dafio con la MMC a las
células normales, éstas habian producido el factor de
correccién en cantidades mayores que en condiciones normales
Y que por tanto este factor podia pertenecer a un sistema
inducible capaz de corregir parcialmente el defecto en AF.
Sin embargo, puesto que los otros dos pacientes no mostraron
disminucién de aberraciones cromosémicas, no se puede
sostener lo anterior. Esta diferencia entre los pacientes no
puede explicarse por la heterogeneidad genética que se ha
descrito en AF (32,33) ya que se hicieron repeticiones de
todos los experimentos en dos pacientes y en el experimento 3
se encontrdé variacidén intraindividuo, por lo que debe haber
variables dque no se pudieron controlar, ya sea en el
individuo voluntario normal o bien en los pacientes.



En los cultivos del experimento 4 se observéd disminucién
de la frecuencia de aberraciones cromosémicas con respecto al
control, sin embargo, esta disminucién no fue
significativamente diferente a la observada en el experimento
1. La diferencia entre el experimento 1 y el 4 fue que en el
segundo las células normales estuvieron expuestas a la MMC
para producir en mayor cantidad el factor de correccién si es
que éste perteneciera a un sistema inducible. Por tanto estos
resultados por un lado no demuestran gque este factor sea
inducible por MMC en cé&lulas normales en cultivo y por otro
indican que en el medio condicionado que contiene plasma esta
' presente un factor de correccién que es capaz de complementar
parcialmente el dafio producidec por la MMC en los linfocitos
AF.
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Por otra parte, no sabemos cual es el mecanismo que hace

que disminuya la frecuencia de aberraciones en las células

AF. Se sabe que la MMC induce enlaces cruzados interhebra que .

no pueden ser reparados por las células AF (8,23), esto
produce inhibicién de la sintesis de ADN, blogueo en la
progresién del ciclo celular y alargamiento de la fase G2
(25) .En base a esto, se sugiere que el factor de correccién
presente en el plasma normal participe en la reparacién del
ADN.

otra posibilidad es que el factor de correccién induzca
divisién celular y seleccione asi las células menos dafiadas a
entrar a mitosis. Un trabajo que apoya esta Gltima hipétesis
se realizé con medios condicionados por una linea celular
para estimular la proliferacién en cultivo de células de
médula &sea extraida de 18 pacientes con leucemia, se
encontrd que en 12 de los 18 pacientes disminuyé la cantidad
de células con alteraciones cromosdmicas; ya que los cultivos
tenian células normales y células con aberraciones y se
interpreté dque con la adicién del medio condiciocnado,
proliferaron preferencialmente 1las células normales y se
enmascar® la clona anormal (34). Algo similar podria ocurrir
en nuestros cultivos; esto es que el medio condicionado con
plasma normal seleccionara para proliferacién a las células
AF menos dafladas.

Por lo anterior, es necesario llevar a cabo,
experimentos en los cuales se determine si el mecanismo de
accién del factor de correccidn es a través de inducir 1la
divisién celular o de cooperar en la reparacién del ADN.



CONCLUSIONES

Se corrobord la existencia de un factor de correccidn de
aberraciones cromosémicas de AF en el medio condicionado con
plasma de cé&lulas normales.

Se encontré variabilidad en cuanto a: que las células
normales sean capaces de producir el factor de correccién in
vitro y que este factor de correccién pertenezca a un sistema
inducible por dafioc al ADN en cé&lulas normales.
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