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INTRODUCCION

La ataxia telangiectasia (AT) es una enfermedad hereditaria
autosdmica recesiva, caracterizada per degeneracién
neurolégica progresiva, telangiectasias oculocuténeas,
hipoplasia timica, grados variables de inmunodeficiencia
celular y humoral, niveles elevados en suero de alfa feto-
proteina, sensibilidad incrementada a la radiacién ionizante
Yy una alta incidencia de céncer. [1}

Se han descrito hasta la fecha cinco variedades genéticas de
AT. Estas variedades reciben el nombre de Grupos de
complementacién y su distribucién es la siguiente: Grupo A
’55%, Grupo C 28%, Grupo D 14%, Grupo E 3% y Grupo V1 menos
del 1%. Los prineros‘ cuatro Grupos son clinicamente
indistinguibles y el Gltimo se caracteriza por presentar
microcefalia y retraso mental. [2]

La  identificacién de estos cinco Grupos se basa en lo
siguiente: 1a sensibilidaa que tiene un individuo a la
radiacién puede ser medida cuantificando el dafic cromosémico
inducido por é&sta en sus células cultivadas; se sabe 'quo las
células de individuos con AT son hipersensibles a ia
radiacién, entonces si se fusionan fibroblastos de dos

pleion'tos con esta enfermedad Y. las células :os\iltlhtis"

'presentan una sensibilidad normal a la radiacién, significa
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gque pertenecén al mismo Grupo, es decir que entre las
células fusionadas existié "complementacién" de tal forma que
el defecto genético no se evidencié, de ahi el nombre de
Grupos de Complementacién, por el contrario, si las células
resultantes persisten con 1la hipersensibilidad a 1la
radiacién, significa gque pertenecen al mismo Grupo y por 1lo
tanto comparten el mismo defecto genético. Aplicando este
concepte a 1la clinica, tenemos gque los individuos que
presentan la enfermedad necesariamente tuvieron progenitores
heterocigotos del mismo Grupo de Complementacién.

Las investigaciones 'miés recientes sugieren fuertemenée que
el gen de AT de los distintoa Grupos de Complementacidédn se
encuentra en los brazos largos del cromosomi 11,
espeéificamente en la regién g22-23. [3] Bin embargo, hasta
la fecha no se ha logrado determinar el defecto genético
causante de la enfermedad; se ha sugerido la falta o el
defecto en alguna o© algunas enaimns‘ involucradas en 1la
reparacién o procesamiento del DNA, como son las polimerasas,
girasas, recombinasas y topoisomerasas, [4 Y 5] sin embargo
esto sdlo explicaria una parte de las caracteristicas del
comportamiento de esta enfermedad, aes por eso que formular
una hipstesis que expligque la fisiopatologia total de ella ha
representado para la comunidad cientifica todo un  desafio
intelectual.

Los estudios de la frecuencia e incidencia de AT reportan

datos muy variados, algunos informan incidoncias‘nﬁxiin- 46‘1\ ;':

‘en 40000 nifios en edad escolar y otros tan bajas ccﬁp—7féaiob-gf—?5'7
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en una poblacién de 5,198,000 habitantes. [46] En Estados
Unidos de Norteamérica se ha estimado una frecuencia de
0.003% al 0.006%. [7]

Con estos valores y teniendo en cuenta los cinco Grupos de
Complementacién, se ha estimado que 1la trecuonciﬁ de

heterocigotos de AT puede ser de hasta un 5% de la poblacién

total. [3]




CARACTERISTICAS DE LOS HETEROCIGOTOS

Los heterocigotos de AT son asintométicos, sih embargo
también presentan hipersensibilidad a la radiacién ionizantae,
la cual es intermedia entre homocigotos de la enfermedad y
sujetos normales, [19 y 35] ademéis muestran una gran
susceptibilidad a desarrollar céncer, particularmente céncer
de mama en las mujeres. Se dice que una de cada cinco mujeres
con céncer de mama son heterocigotos de AT. [3]

Be ha calculado que para inducir céincer de mama con rayos X
en la poblaciédn general se requieren dosis arriba de 200 &
400 mGy, mientras que en heterocigotos dosis menores de 20
mGy pueden inducir este céncer. [6,8,14 y 15]

Para los heterocigotos de AT se ha estimado que el riesgo de
desarrollar cualgquier tipo de céncer es de 2 a 6§ veces mayor
que el de la poblacién general, y de 3 Yy 2.6 veces mayor en
hombres y mujeres, respectivamente, para morir de cualquier

causa entre los 20 y 59 aiios de edad. [8]

Por otra parte se han aséciado otras cinco enfermedades a la
regién cromosémica en donde estd el gen de AT (L1g22-23),
tales enfermedades son el alcoholismo, 1la eaquiz‘o!r-nia, el
céncer de mama, la dicinesia tardia y 1las enfermedades
autoinmunes relacionadas con el HILA. 9] Algunas de estas
enferamedades comparten otras carnetoristieis con AT como es
el hecho de que un porcentaje alto de 1los paci‘ontos‘ ,‘?‘5‘»‘-, :

alguna de estas enfermedades cursan con lat-ralidad’ oorbbr@i



(zurdos), asi como un incremento en 1la. poblacién de
linfocitos T que expresan TCR gamma/delta. [9]

No se conoce, a excepcién del céncer de mama, si estas
enfermedades sean significativamente méds frecuentes. en
heterocigotos de AT. El principal problema que se tiene para
poder establecer una asociacién entre estos pacientes y
aquellas enfermedades estriba en que no se cuenta hasta el
nmomento con una prueba de laboratorio confiable, capaz de
poder establecer la condicién de heterocigoto de AT. La fnica
poblacién que se conoce de heterocigotos de AT, y que por lo
tanto es susceptible de estudiar, son los individuos gue han
engendrado per lo menos un hijo con la enfermedad, los cuales
representan menos de 1% del total de heterocigotos. Por otra
parte no existen estudios respecto a las enfermedades més
frecuentes en ellos durante la infancia, se desconoce si una
proporcién grande de ellos muera de algan tipo de céncer
frecuente en infantes y por 1lo tanto 1la pcblacién' de
heterocigotos adultos sea muy peqﬁeﬁa y esto explique la tasa
de incidencia tan baja gque se tiene de 1la enfermedad
comparada con 1a  incidencia relatiyamonto alta .do
hoé.rocigotoa. 7

En base a la necesidad de poder estudiar y tomar ciqrtls
medidas preventivas con la poblacién de heterocigotos de AT,
se han sugerido algunaé pruebas de laboratorio para

detectarlos.




Pawlak A. y colaboradores han demostrado que los linfocitos
de heterocigotos son significativamente més sensibles al
tratamiento con cafeina in vitro en términos de inducir un
mayor nimero de rompimientos cromosémicos comparado con
linforitos da sujetos normales, por lo que sugieren que esta
caracteristica de comportamiento debe ser aprovechada para el
diagnéstico de estos pacientes. Se desconoce la relevancia
que este hecho in vivo, pero se puede suponer gque los
heterocigotos de AT que consumen grandes cantidades de
cafeina tienen mayor riesgo de presentar dafio cromosémico y
per ende mayor susceptibilidad a desarrollar céncer. [42]
8e ha demostrado también que los homo y heterocigotos de esta
enfermedad tienen una mayor frecuencia de rompimientos
cromosémicos espontdneos in vive en las células del epitelio
de la cavidad bucal, y se ha intentado aprovechar este
aspecto éon fines de diagnéstico, sin embargo no todos los
heterocigotos presentan esta caracteristica, por lo gque hace

a esta prueba poco sensible para tal propbésito. [14]

Nosotros consideramos . que 1la hipersensibilidad ~a  1la -

radiacién ionizante que caracteriza a los homocigotos y a los
heterocigotos de AT, y que puede ser cuantificada in vitro
midiendo el nGmero de alteracionés estructurales cromosémicas
'indueidls por ella, puede servir para establecer dibhos‘

diagndstico, ademés, en honoeiéotoa de AT se ha descrito que.

dichas alteraciones ' estructurales se . presentan .qg fnnhora@f,[,V'

esponténea o inducidas por radiacién en forma toinfiﬁlncﬁﬁifli»
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' constante en los cromosomas 7 y 14, esto mismo creemos puodl
ocurrir en heterocigotos, de tal forma gue aprovechando esta
caracteristica podemos crear una prueba de laboratorio que

tenga un alto gradoc de especificidad y sensibiliadaad.

El presente estudio pretendid demostrar lo anterior,




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Existirén diferencias significativas en el nifimero de
alteraciones estructurales cromoscmicas inducidas por una
misma dosis de rayos X en linfocitos cultivados de pacientes
con ataxia telangiectasia, heterocigotos de esta enfermedad y

normales ?

¢ Las regiones de los cromosomas afectados por la radiaeién
tenderin a ser las mismas en el grupo de pacientes con ataxia °
telangiectasia y en el grupo de heterccigotos de 1la

enfermedad ?




HIPOTESIS

Consideramos que el nGmero de alteracioneg estructurales
cromosSmicas inducidas por una determinada dJdosis de rayos X
en linfocitos cultivados de pacientes con ataxia
tclaﬁgicetasia serd significativamente mayor gque en los

sujetos normales.

Los heterocigotos de AT tendrédn una cantidad intermedia
entre los sujetos homocigotos de la enfermedad y 1los

normales.

Los cromosomas afectados por la radiacién tenderdn a ser los
mismos en los homocigotos y en los heterocigotos de AT, no

siendo asi en los sujetos normales.




OBJETIVO GENERAL

Investigar si existen diferencias significativas en el
nimero de alteraciones estructurales cromosémicas inducidas
por una nmisma dosis de rayos X en linfocitos cultivados de
sujetos homocigotos y heterocigotos de ataxia telangiectasia,

Y en normales.

OBJETIVOS8 ESPECIFICOS

Determinar la dosis de rayos X que induzca una cantidad de
rompimientos cromosémicos en cultivo de linfocitos de sqjetOS—
normales que no exceda de 20 en 25 metafases, ni sea menor
del triple de los encontrados en cultivoes de linfocitos sin

" radiar.

Investigar si las alteraciones estiucturnles cronoaénieis
inducidas por una misma dosis de rayos X tienen un patrén de
distribucién constante en los.  cromosomas - tanto  en " los -
pa&iiﬁﬁps homocigotos como en 1los heterocigotos :de ‘atdxia .

t.lanqiobtaain,




MATERIAL Y METODO

Es un estudio experimental, de casos y controles.

Para su realizacion lo dividimos en dos partes:
PRIMERA PARTE

En la primera parte de este estudio se determind cudl era la
mayor dosis de rayos X gue inducia, en linfocitos cultivados
de sujetos normales, un nimero razonable de rompimientos
cromosémicos, entendiendose por esto no méas de éo en 25
metafases Yy no menos del ¢triple de los encontrados en
cultivos de linfocitos sin radiar.

Para establecer 1lo anterior se cultivaron 'linfocitos de
individuos con 1los siguientes criterios de inclusién:

+ Clinicamente sanos.

+ Mencres de 50 ahios de edad.

+ De cualquier sexo.

+ 8in antecedentes familiares de enfermedades heredita-
rias que cursen con alteraciones en el cariotipe.

+ 8in antecedentes familiares de ataxia telangiectasia
u otras enfermedades que cursen con inoutahilidhd
cromosdmica.

+ Pacientes diestros sin antecedentes gnniliar-g~de
lateralidad cerebral.

+ 8in antecedentes porsonalos ni familiares de clnqo;,

S+

.Que no hayan recibido drogas citoééxicau‘pqr'lo'mdhbsf

1
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6 meses antes del estudio.
+ Que no hayan estado expuestos a radiacién ionizante

por 1o menos 6 meses antes del estudio.




PROCEDIMIENTO DEL CULTIVO DE LINFOCITOS
BIEMBRA:

En condiciones de esterilidad se extrajo del sujeto de 5 a
10 ml1 de sangre periférica con una jeringa heparinizada (0.1
ml de heparina a concentracidén de 1000 U/ml).

8e colocd en un tupo de plastico estéril de 15 ml para
centrifuga lo siguiente:

+ 4.5 ml de medio de cultivo McCoy.
0.5 ml de suero fetal de ternera al 5%.

0.3 ml de fitohemaglutinina.

+
+

+ 1.0 ml de sangre periférica.

+ 100 U de penicilina G sédica cristalina.

+ 20 mg de estreptomicina.

+ Be incubdé a 37 grades centrigrados durante 4 ciclos

celulares (48 horas).

h4{-{13>-‘ 




COBECHA:

+ + + + +

Se
=1
8e
8e
Se

te

+ 8e

+ BSe

+ 8Se

+ + + +

agregd al tubo 0.2 ml de colchicina.

incubd durante 15 minutos a 37 grados centigrados.
agitd y centrifugé 10 minutos a 1200 rpm.

eliminé el sobrenadante.

agregdé 5 ml de solucién hipotdnica e incubé Quran-
15 minutos a 37 grados centigrados.

centrifugé a 1200 rpm durante 10 minutos.

eliminé el sobrenadante.

agregdé 5 ml de solucién‘fijadora fria poco a poco

y se agité en el vortex.

ta

centrifugé a 1200 rpm durante 10 minutos.

deseché el sobrenadante. . -
repitieron los tres Gltimos pasos cinco veces.
diluyé el botén celular con solucién fijadora has-
obtone¥ una solucién turbia.

elaboraron las laminillas utilizando portaobjetos

limpios, frios y secos.

Las laminillas se tifieron con colorante de Giemsa al

6%

en una solucién amortiguadora de fosfatos ai_

Finalmente se observaron al microscopio de lusz.

- 14‘_.;1’{




RADIACION DE LO8 CULTIVOS

Los cultivos fueron radiados en la fase G2 del Gltimo ciclo
éelular. 8e utilizé un aparato de rayes X clinico, marca
Biemens, modelo Tridors 512 MP, de KW, Yy con capacidad de 125
KV y 500 mAs.

8e utilizé una dosis determinada de rayos X en 5 cu1tivo§ de
pacientes distintos. Por cada paciente se dejo un cultivo
control al cual no se le sometio a radiacién. En cada dosis
de radiacién se especificé el kilovoltaje y miliamperaje
utilizado, asi como 1la distancia a 1la cual se dio 1la
radiacién. El1 rango de dosis de radiacién con 1la que se
experimentd varid desde la gque no provocd rompimientos
cromosémicos hasta aquella que indujo la destruccién total de

los cromosomas.




VALORACION DE LOS CARIOTIPOS
CULTIVO8 NO RADIADOS:

De cada cultivo se determiné el nimero de rompimientos
cromosémicos encontrados en 25 metafases seleccionadas al
azar. Se promediaron las cantidades encontrados en todos los

pacientes que se reclutaron en el estudio.

. GULTIVOS RADIADOS:

De cada cultivo se determind el nGmero de rompimientos
cromosémicos encontrados en 25 metafases seleccionadas al
-agar. Se promediaron 1l1las cantidades encontradas en los 5
cultivos en los cuales se utilizé una determinada dosis de
rldinciéh.

El promedio de rompimientos cromosépicos inducidos por cada
dosia de radiacién fueron comparados con el promedio oﬁtonido
on.loa cultivos control y se selecciond la dosis que mejor
cumplia los requisitos exigidos como objetivo de esta primera

_‘parte.

=16 -
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S8EGUNDA PARTE

S8e formaron tres grupos de pacientes, el primero con sujetos
con ataxia telangiectasia, el segundo con heterocigotos
obligados de esta enfermedad Yy el tercero con sujetos
normales. cCada grupo con los siguientes criterios de

inclusién:

GRUPO I

+ Pacientes con diagnéstico de ataxia telangiectasia demos-
trado por cuadro clinico y examenes de laboratorio.

De cualquier edad. " _ .
De cualquier sexo. '

De cualquier Grupo de Complementacién.

+ + + +

Que no hubieran recibido drogas citotéxicas o que inter-

fieran en el procesamiento de los &cidos nucléicos, por

10 menos 6 meses antes del ostudié.

+ Que no hubieran estado expuestos a radiacién por 1lo menos
6 meses antes del estudio.

+ Bin evidencia de procesc infeccioso o neopléisico eén el mo-

N ioﬁto dol estudio.

GRbPO II

+ Pacientes heterocigotos obliéados de ataxia telangiectasia

(que hubieran tcniéo por lo menos un hijb con la enferme-

dad). '

+ De cualquier edad.

+ De cualquier sexo.




Hetorocigotos’de cualquier Grupo de Complementacién.

Que no hubieran recibido drogas citotéxicas o gue inter-
fieran con el procesamiento de los &cidos nucléicos, por
lo menos 6 meses antes del estudio.

Que no hubieran estado expuestos a radiacidén por lo menos
6 meses antes del estudio.

8in evidencia de proceso;inteccioao © neoplésico en el -

momento del estudio.




GRUPO III

+ + +

Pacientes clinicamenmte sanos.

Menores de 50 afios de edad.

De cualquier sexo.

8in antecedentes familiares de enfermedades hereditarias
que cursen con alteraciones en el cariotipo.

Pacientes dioétroa y sin antecedentes familiares de late-
ralidad cerebral.

8in antecedentes personales ni familiares en primer grado

de céncer.

8in evidencia de proc336 infeccioso en el momento del es~
tudio.
Que no hubieran recibido drogas citotéxicas o que inter-

fieran con el procesamiento de los &cidos nucléicos, por
lo menos 6 meses antes del estudio.
Que no hubieran recibido radiacién por lo menos 6 meses

antes del estudio.




A todos leos pacientes se les tomé una nuestra de sangre
periférica y se realizaron dos cultivos de linfocitos por
paciente bajo las condiciones anteriormente descritas, un
cultivo no fue radiado en tanto que el otro si. La radiacién
que dada on la fase G2 del cuarto y ultimo ciclo celular vy la
dosis de rayos X gque se dic fue la gque se selecciond en la
primera parte del estudio.

El total Ade cultivos (radiados y no radiados) fueron
cosechados Yy se prepararon las laminillas con 1a tincién de
Giemsa para observar los cariotipos al microscopio de 1ﬁz.
Por cada cultivo se cuantificaron 1los rompimientos
cromosdémicos encontrados en 25 metafases seleccionadas al
agar, de cada una de las metafases éscogidas se anoté su
ubicacidén en el Bernier del microscopio, posteriormente las
laminillas fueron destefiidas y sometidas a una tincidén de

bandeo de cromosomas, cuya técnica se describe a

continuacién:

TINCION DE BANDAS G

+ Colocar en un vaso de Roplinlso ml de bouffer de fosfatos
y adicionar una élicuota de tripsina (2.5 ug/ml).

+ Colocar en esta solucidn 10 a 20 segundos la laminilla.

4+ En un vaso de Koplin colocar 40 ml de agua destilada més
un gramo de EDTA, Yy enjuagar la laminilla por 10 segundos
en esta solucién. ' o

4+ En un vaso de koplin con 40 ml de héutfor do1té§tdto§ co=

= 200 -



locar la laminilla AQurante 10 segundos.
+ Tefiir con Giemsa al 5% en bouffer de fosfatos de 5 a 7 mi-~
nutos,

+ Becar al aire y observar al microscopio.

El propésito de realizar esta tincién de bandeo de
cromoscomas fue determinar en quéd cromosoma y en gué regidn de
éste habian ocurrido 1los rompimientos cromosémicos que
prayiamente se habian localizado en 25 metafases previamente
oqc;gidas. Asi mismo se investigo si existian‘aperracionas
cromosémicas que no eran posibles de ver con la tincién

primera de Giemsa, como por ejemplo inversiones, deleciones y

translocaciones.

Rcaliaadﬁ lo anterior, se promediaron en cada grupo el
nimero  total de alteraciones estructurales (rompimientos,
inversionas, deleciones y tranalocaciones_cromosémichs), asi
como el nimero total de metafases leidas por grupo en las

diferantes condiciones.




ANALIBIS ESTADISTICO

Las proporciones de metafases analizadas y alteraciones
eatructurales encontradas en cada grupo fueraon comparadas

entre los tres grupos utilizando la Prueba Exacta de Fisher.

RESULTADOSB
PRIMERA PARTE:

Los resultados de l1la primera parte del estudioc se presentan
en la tabla 1.

8e experimantd con 14 dosis de rayos X haciendo distintas
combinaciones de kv, mAs y distancia. Se inicidé con dosis
pequefias sin encontrar diferencias respecto a los cultivos
sin radiar, al utilizar 125 kv, 25 mAs a 50 cm se indujo en
los 5 cultivos radiados un promedio de 1 rompimiento en 25
metafases, al incrementar 1la dosis de radiacién se fue
encontrando mayor nGmeroc de rompimientos cromosémicos, sin
embargo al utilizar la dosis de 125 kv, 125 mAs a 50 cm el
indice mitético Aisminuyé de manera muy considerable ae tal
‘forma que no era posible hacer la lectura de 25 metafases,

por otra parte los cromosomas con esta dosis perdian su .

estructura normal, de tal forma que Se hacia imposible su

 anélisis.




En base a lo anterior decidimos seleccionar dos dosis de

radiacién para continuar con la segunda parte del estudio.

Las dosis seleccionadas fueron la de 125 kv, 50 maAs a 30 cm

Y la de 125 kv, 100 mAs a 30 ch.




RESULTADOS

SEGUNDA PARTE:

S8e reclutaron 5 pacientes para el Grupo I, 3 hombres y 2
mujeres, con una edad media de 7.4 afios. E1 Grupo II estuvo
constituido por 7 pacientes, 2 hombres y 5 mujeres, con una
edad media de 31.2 afios. El Grupo III estuvo formado por 10
sujetos, 3 hombres y 7 mujeres, con una edad media de 32.8
afios.

El indice mitdtico en los cultivos del Grupo I fue muy bajo,
de tal forma que no fue posible hacer la lectura de 25
metafases en ninguno de los pacientes.

En el Grupo II el indice mitético también se observe
disminuido, y solo en 3 pacientes se pudo hacer la lectura de
25 metafases.

En el Grupo III el indice mitético fue normal a excepcién de
los cultivos que recibieron la dosis de 125 kv, 100 mAs a 30
cm, en donde se observé un ligero decremento en el nGmero de
metafases. .

Debido a gue no se pudb hacer en todos los pacientes la
lectura de 25 metafases, se obtuve de cada paciente la
proporcién de alteraciones estructurales por metafases
leidas.

En la tabla 2 se presenta el promedio de alteraciones

estructurales encontradas en cada Grupo.

Y S



Para investigar si existian diferencias estadisticamente
significativas entre los diferentes grupos, se obtuvo de cada
grupo y en las diferentes condiciones a las que se sometieron
los cultivos, las proporciones de metafases leidas y el
nimero de alteraciones estructurales, y fueron comparadas
utilizando 1la Prueba Exacta de Fisher, las diferencias se

reportan a continuacién:

CULTIVOS SIN RADIAR

Grupo I VB Grupo III P = 0.0024
Grupo II V8 Grupo III = 0.0238
Grupo I V8 Grupo II = 0.2460

CULTIVOS RADIADOS CON 125 kv 50 maAs 30 cm

Grupo I V8 Grupo IIIX p < 0.0001
Grupo II V8 Grupo III p = 0.0525
Grupo I V8 Grupo II P < 0.0010

CULTIVOS8 RADIADOS CON 125 kv 100 mAs 30 cm

Grupo I V8 Grupo IIX : p = 0.0014

-@rupo II V8 Grupo III p = 0.0028
Grupo I V8 Grupo IT p = 0.4215




DISTRIBUCION DE LAS ALTERACICNES ESTRUCTURALES

La calidad de la tincién de bandec de las metafases en los
tres grupos fue deficiente, por lo que la identificacién
exacta de 1la ubicacién de las alteraciones estructurales
cromosdmicas no se logrd en el 100%.

En el Grupo I el nimero total de alteraciones estructurales
fue de 44, Y so0lo en 6 de ellas (13.6%) se logrd identificar
el cromosoma afectado, que fueron los siguientes: (2) 1q, (2)
2q, (1) 3p y (1) 144q. '

El 86.4% de las alteraciones estructurales sole se logrd
identificar el grupo al que pertenecia el cromosoma afectado,
asi como si se trataba de los brazos cortes o largos. La
distribucién fue la siguiente: Grupo A = 0 (0%), Grupo B = 8
(21%), Grupo C = 28 (73%), Grupo D = 2 (5%), Grupo E = 0
(0%), Grupo F = 0 (0%) y GTupo G = 0 = (0%).

De las 28 alteraciones estructurales ubicadas en el Grupd c,
20 (71%) ocurrieron en los brazos larges y 8 (29%) en los

brazos cortos. (tablas 3 y 4)

En el Grupo II, de 80 alteraciones estructurales observadas,
solo 23 de ellas (28.7%) se 1o§r6 idontitic-r el crcnoqbnn,
‘afectado, y la distribucién fue la sigquiente: (3) 1iq, (2) ips
(7) 2q, (1) 2p, (3) 3p, (1) 3q, (1) ep, (1) 7q, (2) 12q, (1)’
17q y (1) 18q. o L
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En el 71.3% de las alteraciones estructurales de este Grupo
de pacientes, solo se identificé el grupo al que pertenecia
el cromosoma, y su distribucién fue la siguiente: Grupo A = S
(8.7%), Grupo B = 5 (8.7%), Grupo C = 31 (54.3%), Grupo D = 7
(12.2), Grupo E = 6 (10.5%), Grupo F = 1 (1.7%) y Grupo G = 2

(3.5%).

De las 31 alteraciones ocurridas en el Grupo C, 24 (77%) de
ellas se ubicaron en los brazos largos y 7 (23%) en los

bragzos cortos. (tablas 3 y 4)

En el Grupo III se encontraron 34 alteraciones estructurales
y solo en 12 (35.3%) se establecié el cromosoma afectado, que
fueron leos siguientes: (4) 1q, (2)2gq, (2) 3q, (2) 5q y (2)
13q.

La distribucién por grupo de las 24 alteraciones restantes
fue la siguiente: Grupo A = 4 (18%), Grupo B = 6 (27%), Grupo
Cc =6 (27%), Grupo D = 4 (18%), Grupo E = 0 (0%), Grupo F = 0
(0%) ¥y Grupo G = 2 (9%).

De las 6 alt;raciones estructurales ocurridas en el Grupo C,
3 (50%) de :11as ocurrieron en los brazos largos y 3 (50%) en -

los brazos cortos. (tablas 3 y 4)




DISCUSION

Los resultados obtenidos en la primera parte del estudio nos
indican que se requieren dosis muy altas de rayos X para
inducir de 1 a 5 rompimientos cromosdmicos en 25 metafases en

sujetos normales.

Los rompimientes cromesémicos no fueron incrementandose en
forma gradual cuando se utiligaron dosis crecientes de rayos
X. Como podemos ohservﬁr en la tabla 1 no hubo diferencias
importantes en el nimero de rompimientos cromosémicos
inducidos por una dosis baja de 42 kv 12.5 mAs a 84 cm en
comparacién de una relativamente alta de 125 kv 50 mAs a 50
cm.

Una diferencia significativa de rompimientos cromosémicos en
cultivos radiados comparados con los no radiados se encontréd.
solamente en un rango muy pequefio da dosis de radiacién (de
125 kv 50 mAs 50 cm a 125 kv 100 mAs 30 cm), ya gue al
incrementar ligeramente la Gltima dosis de .radiacién el
_indice mitético  disminuia considerablemente, esto
‘problblon-n;:o debido a gque era muy conasiderable el dafio
" cromosémico inducido por esa dosis, lo que hacia que las
células afectadas se detuvieran a reparar su DNA y no 'paairln'
a la fase M, que es en la cual detenemos el ciclo cqlulni: eq‘n‘
colchicina. Adem&s la calidad de los cariotipos con ._-ta":,
dosis de radiacién (125 kv 125 mAs 50 cm) era muy’ nrnp,"»qd’ﬂr'.

tal forma qgue no era posible realisar su nnily:ls:l.n._'
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Consideramos que hubiera sido interesante usar combinaciones
de dosis de radiacidn con un mayor kilovoltaje y menor

miliamperaje, sin embarge nuestro equipo de rayos X solo

tenia una capacidad de 125 kv.




Decidimos continuar la segunda parte del estudio
seleccionando dos dosis de radiacién para investigar si
alguna de ellas nos daba una mayor diferencia en el namero de
alteraciones estructurales cromosémicas entre los tres grupos
de pacientes estudiados.

En la segunda parte del estudio nos enfrentamos al problema
del bajo indice mitético encontrado en los cultivos del Grupo
I, lo que nos imposibilité hacer la lectura de 25 metafases
como se tenia planeado.

El bajo indice mitético en estos pacientes del Grupo I era
de esperarse, ya gue una de las caracteristicas de 1los
linfocitos de pacientes con ataxia telangiectasia es su pobre
respuesta ‘a la proliferacién inducida por mitégenos como 1la
fitohemaglutinina, suponemos gque este problema pudiera paber
resuelto utilizando otros mitégenos con diferente mecanismo
de accién, como son el ester de phorbol o el ionofora de
calcio, sin embargo no hay estudios gque analicen el
comportamiento in vitro de linfocitos de pacientes con ataxia
telangiectasia en presencia de estos mitégenos.

Otra forma de resolver el problema del bajo indice mitético
en este grupo es utilizar cultivos de fibroblastos en lugar
de cultivo de linfocitos, sin embargo se desconoce si 1los
cromosomas que frecuentemente se afectan en f?rna esponténea
o por la radiacién ionizante en 1linfocitos d;‘pncicntos con -
ataxia telangiectasia sean 1los mismos en ‘qultivoa de

fibroblastos de estos nisnos‘paciontéa.
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En el Grupo II (heterocigotos) el indice mitético también se
vio 1ligeramente disminuido en comparacién con el grupo
control, probablemente debido a que el dafio cromosémico en
estos pacientes fue mayor que en los normales, lo gue inducia
a las células a no entrar a fase M hasta no reparar parte de
dicho dafio. Consideramos que esta fue 1la razén ya que 1los
cultivos no radiados de los pacientes de este grupo mostraron
un indice mitético normal, ademds no se ha Adescrito que los
linfocitos de heterocigotos de ataxia telangiectasia
presenten una mala respuesta de proliferacién al estimulo de
la fitohemaglutinina.

Debido al problema de las diferencias entre los tres grupos
roapo;:to al ipdice mitético, fue necesario utilizar la Prueba
Exacta de Fisher para comparar las proporciones en el nilmero
de alseraciones estructurales y metafases leidas por cada
grupo. En base a lo anterior, pudimos observar que inclusive
en: los cultivos sin radiar existen diferencias significativas
en el nGmero de altoracionos estructurales entre el grupo de
homocigotos y heterocigotos cogtparado con los normales, sin
embargo no existieron diferencias significativas entre los
homocigotos y heterocigotos en los cultivos sin radiar (p =
0.2460).

Con respecto a 1los cultivos radiados con . las dosis
utilil‘idus, existieron diferencias ehtre hcnocigotoa y
heterocigotos en comparacién con l1los normales, aiondo mis
conlidorablo la diferencia con la doaiu mayor (125 kv 100 Ms: »

30 ocm), sin om::go con utn dosis no oxiatié ditoroncil.""
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significativa entre homocigotos y heterocigotos, en tanto que
8i existidé con la dosis menor (125 kv 50 mAs 30 cm).

Para los objetivos de este estudio, consideramos que 1la
dosis de 125 kv 160 mAs 30 cm es la mejor para la deteccién
de heterocigotos de ataxia telangiectasia.

La distribucién en los cromosomas de las alteraciones
estructurales no se logrdé identificar en el 100% debido a la
mala calidad de los cariotipos obtenida con la tincién de
bandas G, 1lo que imposibilité 1la identificacidn de 1los
cromosomas y regiones afectadas. Por la misma razén no se
pudieron identificar inversiones y translocaciones, solo se
logré identificar el grupo del cromosoma afectado y s8i se
ubicaba la alteracién estructural en brazos cortos o larges.

En base a estos datos obtenides observamos una clara
tendencia a ser afectado un solo cromosoma del grupo C en los
paciente heterocigotos y homocigotos, no obseivandpse en el
grupo contrci.

Probablemente el cromosoma afectado del grupo C sea 01
cromosoma 7, que es el que posee el gen de la cadena beta y
el de la cadena gama del TCR, 7q35 y 7pi15s respoﬁtivanente;
sin embargo se necesitan m&s estudios al respecto y mejorar
la técnica de bandeo para poder establecer 1la ubicacién
precisa de las alteraciones estructurales y valorar
vyrd-doranonto si tienen un patrén de distribucisn con-tnnt§:

en homocigotos y heterocigotos de ataxia tollngioctﬁlin.
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CONCLUSIONES

81 existen diferencias estadisticamente significativas en el
namero de alteraciones estructurales cromosémicas esponténeas
e inducidas por 1los rayos X en linfocitos cultivados de
heterocigotos de ataxia telangiectasia u sujetos normales, de

la misma manera esto ocurre entre homocigotos y normales.

8i existen diferencias en el nGmero de alteraciones
estructurales cromosSmicas en linfocitos radiados in vitro de
pacientes con ataxia telangiectasia y heterocigotos de la
enfermedad, sd6lo que estas diferencias ne son

significativas.

Las alteraciones estructurales cromosdémicas se presentan
preferentemente en algiin cromosoma del grupo C en homocigotos
Y heterocigotos de ataxia telangiectasia, no siendo asi en

sujetos normales.




RESULTADOS

TABLA No. 1

Kv mAs Distancia Romp. cromosdémicos *
42 Kv 12.5 mAs 84 cm o
77 Kv 12.5 mAs 50 cm 0
80 Kv 12.5 maAs 50 cm o
77 Kv 12.5 mAs 84 cm 0
125 Kv 12.5 mAs 84 cm 0
125 Kv 12.5 mAs 50 cm 0
125 Kv 12.5 mAs 30 cm o .
125 Kv 25 mAs 50 cm 1
125 Kv 25 mAs 30 em 2
VI‘25 Kv 50 mAas  s0.cm 1
lizs Kv 50 mAs 30 cm | 4
Tzs Kv 100 maAs 50 cm 1
TZS‘KVJ - 100 mAs 30 cm : 5
125 Kv 125 mAs 50 cn  No vélo:ablg k

" % El nlGmero de rompimientos es en 25 metafases.




! TABLA No. 2

GRUPO S8IN RADIAR 125kv SOmAs 30 cm 125kv 100mAs 30 cm

;rupo I 0.134 1.146 0.672

;rupo II 0.064 0.228 4 0.320 ‘
;rllpo III 0.000 0.058 0.101

* Las cantidades expresan en promedio el nGmero de

alteraciones estructurales por metafase.




Tabla No. 3 DISTRIBUCION POR GRUPOS DE LA8S8 ALTERACIONES

ESTRUCTURALES
GRUPO CROMOSOMICO GRUPO I GRUPO II GRUPO III
- a 0% 8.7 % 18 %
- B 21 % 8.7 % 27 %
- c 73 % 54.3 % 27 %
~ D 5 % 12.2 % 18 %
- E 0% 10.5 % 0%
- F 0% 1.7 % 0%




TABLA No. 4 DISTRIBUCION EN EL GRUPO C

GRUPO C GRUPO I GRUPO II GRUPO IIX
cq 20 - 71 % 24 - 77 % 3 -50%
cp 8 - 29 % 7 - 23 % 3 -50 %
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