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EFECTO DE LA CAFEINA'Y EL PLASMA 1HHUMANO
NORMAL EN LINEAS LINFOBLASTOIDES DE ANEMIA DL
FANCONL



RESUMEN

La anemia de Fanconi es una enfermedad autosomica recesiva caracterizada por varios
defectos congénitos, desarrollo de pancitopenia y alta predisposicion al cancer. Las células AF
tienen una alta frecuencia de aberraciones cromosémicas espontineas y son hipersensilies a
agentes alqulantes como Ja NIMC. Las células AT tienen una fase G2 del cicke celular muy larga
v al agresar cafeing que es un inhibidor de Ya reparacion post-replicativa, restawra la duracton
normal de esta tase, produciendo un incremento en fa frecuencia de aberraciones cromusomicas.

EI presente teabajo se realizo con lineas linfoblastoides de 4 grupos de complementacion
de AF (A, B, Cy D) a tas que se les traté com MMC, cafeina y plasma husano normal, con
objetivo de detenminar si presentan un fenotipo celular diferente  en base al analisis de las
abericiones cramosémicas. Los resultados mostraron que al agregurles MMC a los cuatro
grupos de complementacion se indujo  un incremento en la frecuencia de aberraciones
cromosonneas con respecto a sus frecuencias basales. Por otro lado, al agrepar cafeina a estas
lineas celulares, no se observd un aumento en la frecuencia de las aberraciones cromosomicas
con respecto a las espontineas, ni en la linea normal, ni en las AF-A, B y C, mientras que la linea
AF-D si presento sensibilidad a la cafeina. Cuando se agrego caleina a células previamente
tratadas con MMC . se encontrd una potenciacion del dafio cromosémico, en las lineas AF-A,
AF-By AF-C, nuentras que en AF-D no se vio modificada la frecuencia de aberraciones.

Cuando las cuatro lineas linfoblastoides de AF son tratadas con cafeina y/o MMC, ¢l
plasma humano normal, que en finfocitos AF corrige parcialmente ¢l dafio producido por ta
MMC. no tiene efecto alguno sobre la frecuencia de aberraciones cromosomicas producidas por
CSt0s agentes.

Los resultadus de este trabajo sugieren que el grupo de complementacion AF-D tiene un

defecto basico diferente i ol de los demds grupos AF estudiados.



INTRODUCCHIN

La anenua de Fancont (AF) es una enfermedad autosamica recesiva, incluida dentro de
los sindromes de mestabilidad cromosomica junto con otras tales como la Ataxia Telangiectasia
(AT), ¢ Sindrome de Bloom y la Xeroderma Pigmentosum (XP), por compartir las siguentes
caracteristicas: mcremento en fa frecuencia de  aberraciones  espontaneas ¢ inducidas,
hipersensibilidad a agentes fisicos y/o quimicos y predisposicion al desarrollo de neoplasias

(Coheny Levy, 1989).

CUADROQ CLINICO

Clinicamente fue deserita por primera vez por Guido Fanconi en ol aiio de 1927, Se
detecta por la presencia de vanos defectos congénitos en el desarrollo como bajo peso y talla al
nacer, hiperpigmentacion de la piel, que tiende a aumentar con la edad; ausencia o malformacion
del radio y pulgares, anomalias genitales como hipogonadisnio en ambos sexos: micropene y
criporquidia en niiias ¢ hipoplasia uterina y vaginal en nifias, alteraciones renales como
ipoplasia o agenesia de rindn y niidn en farma de herradura; microftalmia, estrabismo y retraso

mental en diferentes grados (Gordon-Smith y Rutherford, 1989, Cohen'y Levy, 1989).



A mvel hematologico, cursan con pancitopenia o disminueion progresiva de célulis de fa
meéduli osea, esta alteracion se presenta entre los 5y 7 anos (Auerbach et pl, 1989) En general,
de todas Tas anenuas aplasticas que se presentan en la infancia, e 20% son AF (Chaganti y

Houldsworth, 1991).

Los picientes con AF, muestran una mayor incidencia de diferentes tipos de neoplasias
prncipalmente tumwores hepiancos y feucemias, lo cual puede deberse a predisposicion genética o
a los tratamientos a los que son sometidos los enfermos (Cohen y Levy, 1989). A pesar de que fa
AF es un sindrome bien reconocido, existe gran variabilidad clinica, como se puede apreciar en la
tabla 1, en fa que se observa que ninguna de las anormalidades se presenta en of 100% de los

pacientes con diagnostico indudable de anemia de Fanconi.

FENOTIPO CELULAR

Enda AF se han reportado varias alteraciones a nivel celular, las mds importantes son:
unta baja tasa de crecimiento y de eficiencia en fa formacion de colonias celulares en cultivo, se
encuentra también un ciclo celular fargo a expensas de Ia fase G2, hiponttabilidad y alteracion
en la recuperacion de la sintesis de ADN despuss de tratamiento con mutigenos. Las células AF
muestran una hipersensibilidad a los agentes alquilantes bifuncionales que provocan enlaces
covalentes cruzados en las hebras de ADN, como la Mitomocina C (MMC), el diepoxibutano
(DEB), fa mostazr nitrogenada y ¢l 8-metoxipsoralen (8-MOP) activado con rayos UV, Tambicn

son lupersensibles & otras sustanceas como la cafeinn, el cloranfenicol y L ciclvlosfamida



TABLA 1 ( Alter, 1993 )

CARACTERISTICAS CLINICAS EN PACIENTES CON ANEMIA DE FANCON

Anormalidad %
Bayo pesa al vacer 13
Talla baja 62
Anormalidades crancofaciales 28
Alteraciones oculares 27
Pabellones auriculares ]
Cardiopulmonares 7
Gastromtestinales 4
Malformaciones remales 24
Alteracion en nuembros superiores 50
Alteracion en miesbros interiores )
Hipogonadismo masculinn 40
Hipogonadismo tememino 3
Prgnrentacion anormal de I prel 5t
Manchas café con leche 23
Retardo mental 13
Reflejos osteomusculares aumentados 8



(Chaganti y Houldsworth, 1991); la hipersensibilidad se manifiesta como una disninucion en la
sobrevida celular, alteracton del ciclo celular y  elevacion  en la Trecuencia de  aberraciones
cromosamicas (Strathdee ¢f al, 1992). De hecho, esta respoesta celular es caracteristica de los
pacientes AF, de manera que algunos de estos agentes se han utilizada para realizar el

diagnostico de certeza de este padecimiento (Cohen y Levy, 1989).

CITOGENETICA DE AL,

Schroeder en 1964 observo que el 25% de las metafases de los pacientes AF mostraban
una o mas alteraciones cromosomicas de manera espontanea.  Esto fud confirmado
posteriormente por varios grupos de trabajo;, el tipo de aberraciones cromosomicas que se
encuentran con mayor frecuencia son:  rupluras cromosomicas y cromatidicas, gaps, figiras
radiales de intercambio entre cromosomas o homologos y translocaciones (Gordon-Swmith y

Rutherfard, 1989)

En 1973, Sasaki y Tonomura mostraron que e} tratamiento con MMC restdtaba en un
incrememo significativo de In frecuencia de aberraciones cromosdmicas y posteriormente se
encontro que las células AF eran hipersensibles 4 todos los agentes que introducen enlices

covalentes cruzidos en ¢l ADN (Cliaganti y Houldsworth, 1991).



In un estudio realizado en una poblacion mexicana, se reportd que en fas células Al fa
frecuencia de aberraciones crontosomicas espontineas en linfocitos de sangre penfénea varia
entre un 10 y 60% y al exponerlas a MMC en una concentracion de 40ng/inl, se abtienen
porcentajes de aberraciones de alrededor de 300%; estos resultados son significativamente
diferentes de los que se observan en individuos normales expuestos a la misma concenracion,

cuyas frecuencias de aberraciones oscila alrededor del 35% (Frias et al, 1986).

DIAGNOSTICO.

El diagnostica clinico de esta enfermedad es complicado, ya que los pacientes pueden
presentar caracteristicas fenotipicas minimas. En los 60°s, el diagndstico se hacia en base al
cuadro clinica y al estudio de las aberraciones cromosomicas  espontineas  preseites, mas
tarde, en los BO's la prucba de rompimiento cromosdmico se hizo mas especifica con el
uso de agentes clastogénicos especificos: MMCy DEB lo cual discrimina fas anemias aplasticas

de la anemua de Fanconi (Frias et al, 1984).

Actualmente, el diagndstico de certeza de AF se establece citogendticamente por
presentar lpersensibitidad o tales mutdgenos, de manera que ahora se pueden diagnosticar
pacientes que no tienen alteraciones congénitas o sin anemia aplastica. En un estudin realizado se
encontrd que del total de pacientes AF diagnosticados citogenéticamente, 37% no tenfan
alteraciones congénitas, 31% no tenian anemia apléstica (incluidos nios menores de 10 ados) y

79 no teniun 1 alteractones cangénitas ni anemia aplastica y solamente fueran identificados



porque tentar un Fumbiar con AF (Alter, 1993). Eslos estudios indican claramente que si bien ¢l
cuadro clintco puede ser sumamente variable, el fenotipo celular es constante y es claro que solo
hasta que se encuentre un diagnostico basado en el estudio directo de los gencs, se reselverin los

dilemas de la heteropenerdad Tenotipica que presentan las individuos AL

HETEROGENEIDAD GENETICA

Como se menciond anteriormente, se ha encontrado que existe una gran variabilidad en
cuanlo a caracteristicas clinicas y edad de inicio de las alteraciones hematoldgicas, lo cual hizo
sospechar que existia heterageneidad genética, esto implica que los genes involucrados en esta
enfermedad probablemente sean diferentes (Auerbacls et al, 1989). Lo anterior se lnzo evidente
va que al fusionar cclulas somiticas de diferentes pacientes AF y anuizar la susceptibilidad
de los hibridos a fa MMC, se observo que la sensibilidad a 1a MMC se perdia en los hibridos
formados enure pacientes con diferente edad de inicio de la pancilopenia, lo mismo que ocurria
entre hibridos de células de cualquier paciente AF con células nonmales (Zakrzewski y Sperling,
1980). Esto evidencio que las lineas celulares parentales pertenecian o diferentes grupos de
complementacion y por lo tanto muy probablemente los genes involucrados eran diferentes
{Auerbach ef ai, 1989). Una vez demostrada la heterogeneidad genéticn en AF, los estudios de
fusion celular ltan mostrado hasta la fecha, que existen cinco grupos de complementacion: AF-
A, AF-B, AF-C, AF-D y mis recientemente en un estudio realizado por Joenje, et al (1995) se

evidencia la existencia del grupo AF-E.



Se han hecho estudios de evaluacion de Ta sintesis semi-conservativa de ADN en células
de los diferentes grupos de complementacion de AF luego de haberlos sometido a un tratanmento
con 8-MOP mas rayos UV (LIVA), Las lineas celulares fueron tratadas con una solucion de 8-
MOP durante 15 mimutos,para después exponerfas a vanas dosis de UVA y posteriomente se
marcaron con tnuding triada para detectar la sintesis replicativa del ADN.  Las marcas
rachoactivas mastraron que un grupo de células AF (posteriormente identificadas camo AF-NQ
A). tenian una respuesta al tatamiento muy similar a los heterocigotos y a las células normales,
nuentras que en otras se observe que habia una inlabicion de fa sintesis semi-canservativa de
ADN v no se recuperaban sim 24 horas después del tratamiento, éstas se identificaron como

célulag AF-A. (Digweed et al, 1988)

Los pnmeros estudos mostraron dos grupos de complementacion: ¢ A y el no A,
posteriormente se determind que el grupo no A estaba formado por os grupos de

camplementaciin B, Cy D (Swrathdee et ai, 1992).

Se piensa que I nnbicion transitoria de ta sintesis semi-conservativa de ADN observada
después de exponer las células a agentes que daian el ADN (incluyenda 8-MOP+UVA), se debe
a una wteracion en Lo clongacion de ta cadena del ADN debido a las lesiones presentes. En
contraste, fa mhibicion mducida por MMC parece resultar det decremento en ef nimero de

células sintetizadoras de ADN (Moustacehi et al, 1987).



Gracias a estos y a otros estudios (Digweed eg al, 1988) se pudo caracterizar

parcialinente a los grupos de complementacion AF-A y AF-B:

AF-A

-Estas céhilas no recuperan su sintesis de ADN despuds de exponerlas a 8-MOP+UVA,
-reducen su actividad de higasa y su consumo de NAD-+ después de radiacion UV,
-presentan uni frecuencis elevada de rupturas cromosomicas luego de tratarlas con MMC,
- ttenen una reduccion del indice mitdtico después de tratarlas con MMC,

-son deficientes en la reparacion de los enlaces covalentes cruzados en el ADN.

AF-B

-Recuperan su sintesis de ADN despuds de a exposicion a 8-MOP+UVA, de manera similar a
las células normales.

-presentin ik reparacion normal de las rupturas de doble hebra

-tienen moderados niveles de rupturas cromosomicas despuds de tratarlas con MMC,

-y una reduccion moderada de su indice mitético luego del tratamiento con MMC,
-presentan reparacian mas eficiente de los enlaces covalentes cruzados en el ADN

-muestran un patron de sintests de ADN sinilar a las células normales, capaces de remover

fotolesiones.
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Los cinco grupos de complementacion que se han descrito hasta fa fecha: AF-A, AT-I,
AF-C.AF-1) y AF-E. son una herramienta muy Gtil para dilucidar las bases pencticas de esta

enfermedad (Auerbach et o, 1989, Gibson ¢t al, 1993).

En afios pasados se encontrd y clond el gen asociado al prupo de complementacion €
(FACC) localizado en 9922.3 (Gibson ¢t al 1993; Strathdee et al, 1992), y recientemente en 1994
Yamashita et al v Youssoufian: localizaron el polipéptido FACC en el citoplasma de células de

manufero

En 1993, Alter Tocalizo un posible gen causante del grupo AF-A en el cromosoma 20q,
por medio de andlisis de lipamiento, pero una investigacion inds reciente realizada por Pronk y
cals. en 1995, mostro evidencia concluyente de que el gen estd localizado en el cromosoma

1624 3.

Por otro lado, en ese mismo aio (1995) Whitney y cols.,, mediante fa téemea de
transferencia de cromosomas por medio de microcélulas, mapearon el gen de AF-I) dentro de la

region 3p22-26.

Para lus grupos AF-B y AF-E aiin no se conoge la localizacion de sus genes.

1]



POSIBLE DEFECTO BASICO DE LA ANEMIA DE FANCONI

a) REPARACION DE ADN

Se propone que en las células AF existe un defecto en el sistema de reparacion del ADN.
Después de hacer estudios en el ciclo celular en células de pacientes con AF se ha observado que
su [ase G2 s muy prolongada y que esto corresponde al periodo de reparicion post-replicativa

de las lestones ya existentes (Sabatier et gl, 1988).

Estos defectos se han atribuido a diferentes factores:

Pincheira y Bravo en 1988 mencionan tres causas: 1) Falla de una exonucleasa especifica
para elimmar los pedazos daados de fa cadena de ADN y completar asi Ja reparacion, 2)
deficiencia de una ADN-ligasa, lo cual apoya la idea de Zakrzewsky y Sperling (1980) quienes
encontraron una reduccion en la actividad de esta enzima en células AF y la de Dutnllaux y
colaboradores (1979) quien se baso en la frecuencia de endorreduplicaciones parciales y
completas; y 3) niveles bajos en NAD+ (nicotidamida adenina dinncleotido) que es una co-
enzima probablemente asociada a la actividad de fa ligasa en el sistema de reparacion (Berger et

al, 1980},

L2



DIRADICALES LIBRES Y MIETABOLISMO DE OXIGENO.

Porfino ef al en 1989, propusieron que fos radicales hibres genesados en el metabolisma
del oxigeno pueden daar proteinas y dcidos nucleicos provocando dafio cromosdmico y mueite
celulir Estos autores apoyan que es probable que las células AF fengan una falla en la capacidad
de remover especies activas de oxigeno como el superdxido, para lo cual usan desfernoxaming
(DFO), que es un quelante de hierro y tiene una accién protectora contrit el dafio oxidativo

catahzado por este metal

Joenje y cols. (1981) reportaron que la frecusncia de aberraciones cromosdniicas en
cultivo de lfocitos de pacientes AF, esti relacionada positivamente con la tension de axigeno a
{a que son sometidas éstas células; sugicren que el sitio en el cual pueden estar afectadas las
células AF es el sistema de defensa que se encarga de la proteccion y reparacion de su auterial
pendtico contra la toxicidad genética del oxigeno. Observaron que los radicales libres formados
por ¢l metabolisimo natural del oxigeno pueden contribuir al daio cromosomico de dos formas:
I} par interaccion quimica coir la cromating, ya sea de manera directa o por medio de la
lipoperaxidacion, euyos productas interactinn con ta cromatina provocindole daito; o bien por 2)

interferencia directa con las enzimas de reparacion del ADN.
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Por otro fado, Gordon-Smith y Rutherford (1989) mencionan que en las células AF,
puede haber algin defecto en la adenosin-difosfato ribosit transferasa; ademds de una deficiencia
de ta aceion de la superoxido dismutasa (SOD) y la catalasa que son enzimas que sirven de
proteccion a las células contra radicales tibres generados por el metabolismo del oxigeno, los
cuales como ya se menciono, dan lugar a rupturas cromosémicas, con lo cual se muestra, que

estas cdlulas son sensibles it condiciones oxidantes.

14



MITOMICINA C(MMC)

La MMC es un anubidtico que fue aislado de Streptomyces caespilosus en Japon en
1958, tiene un peso molecular de 334 daltones, es soluble en agua y en solventes organicos

(Remers, 1979).

Quimicamente se caracteriza por ser  un agente alquilante que contiehe tres grupos

potencialmente activos: la aziridina, el carbamate y la quinona.

Se ha usado ampliumente como agente quimioterapéutico en el tratamienta de algunos
carcinomas v se ha establecido que es altamente mutagénico y clastogénico (Cohen y Shaw,

1964).

11 principal blanco de accion de fa MMC es el ADN, en donde induce la formacion de
unianes covalentes cruzadas intra e intercatenarias, que dependen directamente de Ja
composicion de bases. Ademds actia como inhibidor de la sintesis de ADN en Ja fase § del ciclo

celular (Gutiérrez, 1979, Remers, 1979).

15



MECANISMO DE ACCION DE LA MMC.

Elprimer pase es que fa MMC se reduce a semiquinona en presencia de NADPL ef cual
se une no covalentemente al ADN. Posteriomente se reduce a hidroguinana y al perder una

molécula de metanol, se fonma In hidroquinona aziridinomitoseno, que es capuz de unitse al

ADN de manera covalente.

La azindina queda como un anillo abierto en ¢l catbono | y pierde ¢l sustituyente
carbamoiloxi def carbono 10 (es por esto que la MMC es un agente alquitante birreductor). Estos
dos grupos alquilantes (carbono 1 y carbono 10 con valencias libres) son altamente reactivos y
facilitan fa formacion de umiones covalentes cruzadas y la alquilacion de bases de ADN, 1o cual
altera el metabolismo celular y en células AF estos sitios producen los efectos sutagénicos,

clastogénicos y fetales (Claassen et gl, 1986).

16



CAFEINA

La cafeina es una metilxantina natural que bloquea los receptores de adenosing, se tienen
3 lupotesis sobre sus mecanismos farmacologicos de accion: a) la movilizacion del calcio, b) la

mtubicion de fosfodiesterasas y ¢) el antagonismo de receptores de adenosina (Daly, 1993).

CAFEINA Y ADN

La cafeina interactoa de diferentes maneras en la estructura y el metabolisimo del ADN:
Existen evidencias de que la cafeina se intercala en el ADN de doble hebra provocando un mal
aparcamiento de bases de la doble hélice, que causa un leve incremento en su tasa de elongacion

y disminuye su punto de fusion (JARC, 1991).

Se sahe que la caleina actia en regiones monohebra de ADN (desnaturalizado) y se une
preferencialmente en regiones ricas en A-T, induce ligeros incrementos de Intercambio de
Cromatides Hermanas (ICH) en linfoblastos con Xeroderma pigmentasum y aumenta la

expresion de sitios frigles en pacientes con fragilidad heredable (IARC 1991, Timson 1977).

17



En estadios con linfocitos humanos estimulados con fitohemaghutining vy con 2mM de
cafeina en el medio, se encontrd que hay una inhibicion de la polt (ADP-ribosa)polimerasa. Esto
es importante porque las reacciones de poli ADP-ribosilacion estin distribuidas ampliamente
entre los cucariontes ¢ intervienent en el ciclo celular normal de células de mamiferos,
particularmiente en los eventos moleculares que ocurren en la fase S, La inhibicion de las
reacciones de poli ADP-nbostlacion por las metilxantinas puede dar como resultado electos
renéticos y modular & su vez efectos genéticos inducidos por otros agentes como fuz UV,
radiacion fonizante y quinticos mutagénicos y canceripenos. Estas reacciones estan involucradas

en la mayoria de las funciones de la cromatina, como son: reparacion de ADN, actividades de

replicacion y transcripeion del ADN (IARC, 1991).

En el proceso de reparacion por excision del ADN, se requicre de la produccion de
rupturas de hebras de ADN por radiacién ionizante o enzimiticamente, para la estimulacion de la
biosintesis de la poli( ADP-ribosa). En la reparacion por excision se ha observado que muchos de
sus pasos estan afectados por los inlubidores de la poli(ADP-ribosa)polimterasa: la incision y
tigacion se inhiben, fa excisian se reduce y la sintesis de reparacion se estimula. La inhibicion de
la sintesis de polig ADP-nbosa) por metilxantinas como la cafeina, normalmente da como
resultado una reduccion en 1a reparacidn, entonces, en células con daio e ¢l ADN, los
minbidores de fa ADP-nbosilacion incrementan significativamente fa fiecuencia de aberraciones

cromosénucas inducidas por agentes alquitantes y otros tipos de mutdgenos (IARC, 1991).
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Fxisten mecanismos de reparacion de DNA como la reparacion por excision que son
cafeima-sensitivos en F coli v en otros microorganismos, pero na se ha demostrade atn que la
calema mluba este tipo de reparacion, en ningun sistema celular de nionifeios (Bimson, 1977).
sta sanuma apheada después del tratamiento con un agenle clastopéimen  merementa las
abersaciones cromasomicas mductdas y se ha demostrado que es wn mhibidor potencial de a
repatacion posi-replicatna en la fase G2 del ciclo celular (Gonzalez-Fernindes v Lopes Siez,
1982). Este aumento de aberraciones s¢ revierte parcialmente por of efecto de adenosing.
Gonzates-Ferdndes ot ad (1985), postulan que la cafeinag liene dos efectos diterentes enn fa fase
G2 de celutas con ADN mevaaniente dadado: a) cancela el retrasa nutotiea y b) mlube Wpunas

viay de repatacion det ADN

I estidos wabtzados por Sabatier y Dulrillaux (1988), se encontty que la calina
aumenty el indiee mutotico, reduce ta duracion de la fase G2 y autenta la sobrevida de s células

AF

En otios tepartes ol ysa de fa cafeina en células AF, ain cuando han sido tiatadas
previamente con MM, aumenta significativamente su sobrevidu celuiar, fo cuat sugiere que la
falla en of evente de reparacion de estas células puede definirse por un detecta en alguna via

biaguannea bisica (Prazelie ¢t al, 1981).

19



PLASMA

En un estudio sealizado por Camevale y Frins (1985), se encontrd que I adiidn de
plasma nonnal o lmfocios de AF, disminuye significativamente la fiecuencia de abenaciones
cramosonueas wducidas por MMC, lo cual apoyn que el plasma normal posee un factor difusible

capaz de realizar complenientacion en células AF.

Auti na se sabe cual puede ser el factor difusible, pero por experimentos realizados en el
labaratona de Crtopenenca del Instituto Nacional de Pediatria, indican que se triate de una o

vanas malecalas de menos de 60 kD,

Se sahe apue ¢s pasihle que la adicion de nuclebtidos disminuya of duno produaido por
agentes alquilantes, entonces es probable que al agregar plasma humana narmal & las cultivos
aumente B resenva de nucleondos ntracelular y esto permita tener una mejor respucsta, pero ¢l
plasma tene una gian vinedad de Tactores antioxidantes y hnfocnis que podiian también
contnbuwir & una megoria de las condiciones celulares en AF,

Especificaniente se sabe que la interleucina 6 (IL-6) que es una hinfoana presente en el
plasma, agregada al wiedio de cultivo aumenta Ja resistencia de fas células Al a la toxiadad de la
MMC con un electo dosis-dependiente. La concentracion enddgena de 11.-6 hberada al media por
colulas AF A v B es muy baya, estos datos sugieren que la mayor caracteristica de la anenva de
Fancoms, la pancnopena, puede estar refacionada con In baja produccion de 15.-0, en compimacion

con las eélulas noamiitles (Rosselli ¢t gl, 1992).
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I expenmentos previos realizados con linfocitos de pacientes con AL, cuyo grupo de
complementacion no estaba determinado ain, se observé que ¢l plasma lumano normal
distnaia la frecaencia de aberraciones cromosdmicas producidas por efecto de lh MMC,
detndo o este amtecedente, es necesario conocer si este efecto es comin para fos  grapos de
complementacion — AF-A, AF-B, AF-C y AF-D 'y si esta disminucion de frecuencia de
aberraciones cromosonicas se observa también en culivos de infoblastos AF expuestos 2
cafeing It cual se sabe que es un potenciador del dado producide por la MMC y que
probablemente miube Lo reparacion post-replicativa, acortando la fase G2 del aiclo celular de

estas celulas, ademis es mportante deterninar si la calving acton o no de pual forma en los

cuatro grupos de complementacion de AF,
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OBJETIVOS

ORIETIVO GENERAL

Determmar 1 a frecuencia de aberraciones cromosomicas mducidad por MMC s

diferente et los cuatio grupos de complemientacion de la anemia de Fanconr AF-A B, C v Dy si

estit respuiesti se modifica por la adicion de la cafeina y/o el plasma humano normal

OBJETIVOS PARTICULARES

-Lstablecer s los grupos de complementacion AF-A, B, C y D) tienes una respuesta

diferente al ratamiento con MMC,

-Conocer st hay efecto sinérgico entre ls MMC y la cafelna en las cclulas AV

Deternmar sel plasma humano normal — disminuye n frecuencia de aberraciones

cromosouncis producidas par la MMC y/o la cafeina,
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HIPOTESIS

-Lat catema provocara un efecto sinérgico del datto productdo por la MMC, de manera

diferente en cada una de los grupos de complementacion de AF trabajados

1 plasma lmano notnwal corregira parcialmente ¢f dano cromosanuco causado por

MMC yo por ly calema
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METODOLOGIA

Se utilizaron lineas linfoblastoides donadas por el Dr. Manuel Buchwald pertenecientes a
los primeros cuatro grupos de camplenientacion de Anemia de Fanconi: HSC 99 (AF-A), HSC
230 (AF-B), HSC 536 (AF-C) y 62N (AF-D) y una linea normal (NL-E) transtosmada en el
laboratorio con virus EFpstein-Bur, no fue posible tabajar con los cinco grupos de
complementacion, debido a que el grupo AF-E se¢ publico hace apenas unos meses y aun no s¢ ha

podido conseguir la linea celular.

Las células se cultivaron en medio RPMI (GIBCQ) suplementado con sucro fetal de
ternera al 10% (GIBCQ), amimodcidas no esenciales, pinvito de sodioy  L-glutmng al 1%

(GIBCO) y antibiotico antimiconco af 1% (GIBCO).

Para realizar los experimentos se usaron células can mas del 90% de viabulidad
cumtificada en cimara de Neubauer con azul tripano en proporcian 11, Se pusieron 15 x 10°
células en tubos estériles de 1 ml en un total de 5 mi de medio RPMI suplementado como se

ntenciond atteriormente.

Para obtener las concentraciones adecuadas para teatar a las lineas linfoblastoides con

MMC y cafeina, se realizd una evaluacion de indice nutdtico, probando las concentraciones de

MMC : 10, 20, 30 y 40np/ml y para cafeina 0.25, 0.50, 1 y 2mM.
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Se encontrd que las concentraciones equitdxicas de MMC fueron de J0ongw/ml para las
lineas AF-A, AF-C y NL-E, v de 10ng/ml para las lineasAF-13 y AF-D. Asi como tambien se
observo que la concentracion de cafeina con la que se abtuvo una cantidad analizable de

metafases en todas las lineas fue la de 0.25mM.

A las 24 horas de iniciado el cultivo, éstos se dividieron en dos grupos: el pnmero, se
tratd con MMC durante 24 horas. A las 48 horas se lavaron con solucion salina balanceada

Hank's y se reincubaron con los siguientes tratantientas:

1. Con 5 mi de medio RPMI suplemientado.

(para evaluar la sensibitidad de las tineas celulares tanto normal como AF a este agente)

2. Con 5 ml de medio RPMI suplementado y cafeina.

(para valorar ¢f efecto de fa cafeina en elulas con dafio previo producido por fa MMC).

3, Con 4 nf de medio RPMJ suplementado, 1 mi de plasma humano nosmal tipo "A".

(Para ver si hay algin efecto corrector del plasma sobre el daiio producida por la MMC).

4. Con 4 mi de medio RPMI suplementado, | mi de plasnsa humana normal tipa “A”y cafeina
(Con el fin de ver si huy efecto corrector del plasma en las células daitadas par ambos agentes:

MMC y cafeina).



£ sepundo grupo de cultivos se mantuvo sin MMC y twabien se v a las 48 horas

para retncubirse con;

b, 5 ml de medio RPMI suplementado.

{Como control para los diferentes trataientos, con fa finalidad de conocer la frecuencia de
aberraciones espontineas de cada una de las lincas celubares).

2.5 ml de medio RPMI suplementado y cafeina,

(Este segundo irataniiento se puso para conocer la frecuencia de aberraciones  cromosamicas
provocada por la cafeina).

3.4 ml de medio RPMI suplementado, 1 m de plasma humano normal tipo “A” y cafeina

(Este altimo, con ¢l proposito de conocer si tiene efecta corrector ef plasma sobre o daivo

conferido por la cafeina).

Todos os experimentos se hicieron por duplicado

La cosecha se hizo a las 72 horas, una hora antes se agregaron dug/ml de colchicma a
cada tubo, transcurrido este tiempo se centrifugaran a 400g por 10 minutos, se retrd o
sobrenadante y se agregaron 6 mi de solucion hipotonica (KC10.075 M), se resuspendieron fos
paquetes celulares en esta solucion y se incubaron durante 15 minutos a 37°C. Posteriormente se
agrepd 1l de solucion fijadora de Camay (metanol - aeido acético ¢n proporciones 3:1) a cada
tubo, para hacer una prefijacion, se homageneizaron y se centrifugaron a 400y por 10 pinalos, se
desechd el sobrenadante y se fijaron los paguetes cebulares con la solucian fijadora, Por altimo se

hicieron dos favados del baton celutar con ef mistio Hijador.
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Se hicieron preparaciones por goteo del paguete celular en portaobjetos  himedos y
frios, en los cuales se fijaron las células a la flama, posteriormente se tineron con urta solucion | 1
de Wright y bufler Sorensen pH 6.8 (preparado con 6.03 gr de KHaPO4 'y 256 gr de NagHPOy

en 1000 mi de agua destilada) y Giemsa diluido también al 10% en este mismio bufler,

Las laminillas se codificaron por una persona ajena al estudio para hacer el anilisis de las

mismias a ciegas.
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ANALISIS.

En un microscopio optico se cuantificaron las siguientes aberraciones cromosomicas:
Rupturas cromosamticas y cromatidicas; fragmentos céntricos y acémtricos, anillos, dicéntricos v

figuras radiales de intercambio.

Se analizaton 25 metafases por repeticion en cada tratamiento y se caleulo la frecuencia

de aberraciones por célula (No. de aberraciones totales/No. de metafases anahzadas).

La prueba estadistica usada para el anlisis de los resultados entre lineas celulares fue el
Aunidlisis de Varianza de Fisher cuando se encontrd homogeneidad de vananzas y de tener
heterogeneidad de varianzas se uso la prueba F de Tukey; para analizar los resultados intralinea
celular se realizo la prueba “t de Student”, ambos mediante el paquete computacional de

estadistica "PAQUEST", desarrollado por investigadores del Instituta Nacional de Pediatria.
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LTADOS

LINEA NORMAL

La linea NL-I sin tratamiento presenta daflo espontaneo sigmficativamente menor con

respecto al obtenido en todas las lineas AF (p<0.05) (Tabla 2).

Al tratar las células normales con 40ng/ml de MMC no hay un incremento significativo
en la frecuencia de aberraciones cromosomicas con respecto a las no tratadas. El plasma humano
normal no produce efecto en la frecuencia de aberraciones cromosomicas en las células ratadas

previamente con MMC (Tabla 2, figura 1a).

Cuando las células NL-E  se trataron  con 0.25mM, de cafeina no se produce un
meremento significativo en la frecuencia de rupturas  cromosomicns. La frecuencia de
aberraciones cromosomicas de las células tratadas con cafeina y plasma normal aumenta, pero de
manera no significativa en relacion a las no tratadas, ni a las tratadas con cafeina Gnicamente

(Tabla 2, figura Ib).



Al aprepar cafeing por 24 hrs, después del tratamiento con MMC, se produjo un
incremento estadisticamente significativo en el daiio cromosémico (p=0.03), mostrando un efecto

sinérgico del daio producido al combinar los dos agentes.

Cuando se agrega plasma normal a las células con este ultimo tratamiento, se observa una
disminucidn significativa en la frecuencia de aberraciones cromosomicas (p=0.04) (Tabla 2,

figura lc).

EFECTO DE LA MMCEN CELULAS AF.

El esquema general de tatamiento se planed con una concentracion de 40ng/ml de
MMC, sin embargo las lineas AF-B y AF-D mostraron mayor sensibilidad, por lo cual en dos
experimentos independientes, todos los cultivas que se trataron con MMC se vieron severamente
afectados, tanto en poblacion celular como en indice mitdtico, por esto se decidié hacer una
prueba con concentraciones de 10, 20, 30 y 40 ng/ml para encontrar ia concentracion adecuada

de MMC.

De acuerda con estas pruebas, como ya se mencioné anteriormente, se decidio tratar a lay
lineas mas sensibles (AF-B y AF-D} con t0ng/mt de MMC ya que con esta concentracion se
obtuvo un nimero anatizable de metafases y una buena poblacion celular, sintlar a lo que se
encontro con 40ng/ml en AF-A y AF-C, de manera que se manejaron como concentraciones

equitdxicas.
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La MMC indujo una gran canudad de aberraciones cromosomicas estadisticamente
diferentes en las lineas AF, comparadas con la linea NL-E (p<0.05). S¢ observaron variaciones
en la sensibilidad de acuerdo al grupo de complementacion (figura 2): Con las concentraciones
equitdxicas manejadas, Ta linea AF-B fué la que presentd mayor dafio cromosamico como
respuesta a la MMC, AF-A presentd una distribucion del dato cromosomico muy simlar a la
linea anterior y tuvo diferencia significativa (p<0.05) en su frecuencia de aberraciones
cramosamicas comparindola con sus valores basales de aberraciones (Tabla 2). el dwjo
cromosdmico de Jas otras dos lineas celulares AF-C y AF-D, mostraron pocas células
distribuidas ¢n los intervalos con mayor dafo, aunque sicmpre se observo la gran sensibilidad de

las células AF a este agente (Figura 2),

Tomando en cuenta el manejo de concentraciones equitoxicas de MMC para los cuatro
grupos de complementacion, las frecuencias de aberraciones cromosdmicas nos indican que la
sensibilidad de los diferentes grupos a este agente va de la siguiente manera: AF-B > AF.D »

AF-A > AF-C (Tabla2).
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EFECTO DE LA CAFEINA EN CELULAS AF CON Y SIN TRATAMIENTO DEMMC

Aligual que en las células normales, en las células AF la cafeina no produjo, un aumenio
en In frecuencia de aberraciones cromasomicas en los prupos AF-A, AF-B y AF-C, en cambio en
AF-D se encontré un incremento significativo (p<0.05) (Tabla 2, figura 3). Cuando se trato
previamente a luas células con MMC, la cafeina potencio significativamente ef daiio producido por
la MMC en lns linca AF-A (p<0.01), en la linea AF-B se observa una potenciacion del dano que
da una p=0.07 quedando asi cerca de Ja significancia estadistica y AF-C no muestra diferencia
significativa debido a que las desviaciones estindar de cada wno de los tratamuentos son iy
grandes, miientras que en fa linea AF-D, el comportamiento fué completamente diferente, ya que
en este grupo no se observo ninguna modificacion cuando se agregd cafeina a los cultivos
tratados con MMC y la distribucion de su dafio cromosdmico muestra pocas células con gran

cantidad de dafio (Figura 4).

EFECTO DEL PLASMA HUMANO NORMAL EN CELULAS AF CON Y SIN

TRATAMIENTO DE MMC Y/O CAFEINA.

Debido a que en trabajos previos se habin observado que el plasima humano normal tenia
un efecto de corrreccion de fas aberraciones inducidas por MMC, en este trabajo se probo la
actividad correctora del plasma en las células AF tratadas con MMC y cafeina, sin embarga en

estas condiciones no se encontro ninguna disminucion significativa en la frecuencta de
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aberraciones cromosomicas provocadas por ninpuno de los dos agentes clastogénicos. S
embargo, aunque en nuestros expenmentos no obtuvimos crecimiento celular en el tratamiento
MMC plasma paca AF-A; en otro estudio paralelo realizado en nuestro laboratorio, si se

encontro actividad correctora del plasma en esta linea celular con dicho tratanuento.
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TRATAMIENTOS NL-E AF-A AF-B* AF-C AF-D*

SIN TRATAMIENTO | 0.06+0.02 | 0.36+£0.05 | 0.40+0.05 | 0.26+0.14 | 0.3420.02
MMC 0.2410.11 {4.6410.01|3.74£0.18"} 1.8011.30 | 1.3420.19"
MMC+PL 0.2620.19 -————- |4.36£0.50"| 1.58+0.59 {1.8420.02*
MMC + CAF 0.66+0.024|5.56+2.74"(8.72+2.09415.66+1.88*! 1.06+0.25
MMC + CAF + PL 0.38+0.08"{8.00+0.377/6.84%1.07"{6.12+1.75"2.4620.98"
CAFEINA 0.08+40.01 | 0.4240.14 | 0.40+0.00 | 0.22+0.02 {1.52+0.39"
CAF +PL 0.28+0.05 | 0.30+£0.14 | 0.2840.16 | 0.38+0.02 {1.32+0.22*

TABLA 2. Frecuencias de aberraciones cromosémicas por célula. Los datos representan el promedio de dos repeticiones
= Deswviacion estandar. Los tratamientos fueron: [0.25mM  de cafeina; [40ng/ml de MMC. *[10ng/ml de MMC y 20°¢ de
plasma humano normal. ~ Diferencia significativa con respecto al no tratado p < 0.05.
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plasma en células tratadas con
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DISCUSION

LINEA NORMAL

En el presente estudio se encontro que fa tinea linfoblastoide NL-E, al agregarte cafeina
no muestra un incrementa signiticativo en la trecuencia de aberraciones cromosonucas; esio
concuerda con ¢l conocimiento de que fa cafeina a bajas concentracianes en cultivos celulares, no
incrementa fa incidencia de rupturas cromatidicas en céfukas humanas anto célukas Hel.a, coma
linfocitos) a menos que éstas sean expuestas a concentraciones muy altas durante un argo

periodo de exposicion (Timson, 1977).

Al adicionar cafeina al cultivo de células normales después del ratamiento con MMC, se
observd un incremento significativo en fa frecuencia de aberraciones cromosonicas. esto apoya
1o descrito por Timson en 1977, quien observo en fibroblastos y finfocitos de individuos normales
esta potenciacién en fa frecuencia de rupturas cromosonicas, al agregar cafeina a células

previamente tratadas con MMC.

EFECTO DE LA MMC EN CELULAS AF

De acuerdo a la literatura, nuestros resuhados confirmaron que las células AF, sin

importar el grupo de complementacion son hipersensibles a fa MMC en comparacion con células

normales, mostrando un gran incremento en la frecuencia de aberraciones cromosdmicas.
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En reportes previos (Strathdee et al, 1992) se habia demostrado que los diferentes grupos
de complementacion presentaban un tenatipo diferente con respecto a la respuesta a agentes que
introducen uniones covalentes cruzadas en el ADN, se sibia que la respuesta ot DEB era sumlar
en Ins cuatro tineas, sin embargo {a respiesta 1 MMC se encantro evidentetnente diferente En
nuestro trabajo, también encontramos que existe uny gran variabilidad de respuesta a MMC de
acuerdo a cada tinea cefular, encontramos que fa finea mas sensible fué by AF-B y la menos
sensible la AF-C, lo cual no concuerda eon fo reportada previamente (Ishida y Buchwald, 1982),
en donde se menciona que la tinea mas sensible de los prupos de complementacion que

manejamos es AF-A, es necesario hacer miis experimentos para encontrar una explicacion a estos

resultados.
EFECTO DE LA CAFEINA SOLA EN LAS CELULAS AF

Cuando se hicieron los tratamicntos con cafeina, encontramos un efecto diferente en el
grupo de complementacion AF-D, que mostrd alrededor de cuatro veces mis aberraciones
cromosdmicas que tos demds grupos con cafeina sola. Esta nos hace pensar que of defecto
bisico de este grupo es diferente de los demils y probablemente esto se deba a que cada uno de
eflos estd dado por fa expresion de un gen diferente (Whitney et al, 1995, Pronk et al, 1995 y

Strathdee et al, 1992).
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En linfocitos de pacientes AF | se ha encontrado un tiempo de dutacion del ciclo celular
anormalmente largo a expensas principalmente de la fase G2; al tratar estas células con cafeina.
se restaura el ciclo celular, acortando esta fase, periodo en el que se reahiza la reparacion post-
tendrd que ser estudiada posteriormente para ver si existen diferencias en el grupo de

complementacion AF-D, que fue en el que se obtuvo una repuesta diferente a los demas grupos.

Por otro lado. se ha visto en células Hel.a y linfocitos humanos, que la cafeina inhtbe la
reparacion  post-replicativa  del  dafio conlerido por diversos agentes (Timson. 1977),
particularmente en el Nenado de gaps en el ADN recién sintetizado, y se sabe que las
aberraciones cronosonncas son ¢ sesultado de la mala reparacion o de falta de la misma

(Brogger, 1974; Ishit y Bender, 1978).

Tambidn se ha reportado que en linfocitos humanos expuestos a rayos N, la cafeina
puede potenciar o proteger del daiio cromosonico, segin las coudiciones en las que dsta sea
aplicada coma lo es la concentracion y temperatura (Stoifov ¢f al, 1994). Por este antecedente. es
posible pensar que la accion de la cafeina en ta finea AF-D fue de ayuda o disnunucion del daiio
conferido previamente por la MMC el cual se observa ain despuds de haber tavado las células y

mantenerlas en buenas condiciones de cultivo.
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Otra posible interpretacion al efecto de Ia cafeina sobre AF-I) es que este agente afecte
las enzimas wvolucradas en la sintesis del ADN, especificamente en esta linea cellar. Se ha
visto en varios sistemas celulares que la actividad de ta ADN polimerasa es intubida por la aceion
de la cafeina. También hay reportes de que inhibe enzimas del metabohsmo de puras (grupo al
cual pertenece la cafeina) y puede alterar la concentracion basal normal de la reserva de
nucledtidos precursores del ADN, causando con esto ertores en el aparcamiento, ademis, se sabe
que la cafeina inhibe la incorporacion de timidina al ADN tanto en sistenias procaniontes como en

eucariontes (JARC, 1994).

Si comparamos 1a frecuencia de aberraciones producida por ta cafeina, tano en la finea
noimial como en las lineas AF veremos que existe diferencia siguificativa solo entre NL-E y Al
D, mieniras que en los demis grupos (AF-A, B y C) encontrmos valores mayores que los
obtenidos en las célulns normates, pero sin significancia estadistica. Al comparar ésias wltimas
lincas con sus respectivos valores basales de nberraciones tampoco hay diferencia significativa,
esto quizd sea debido a Ja baja concentracion de cafeina que se aplicé v es preciso ackarar que la
cafeina tiene un efecto nocivo sobre las células AF, pero este efecto no se aprecia en este estudio
debido a la concentracion manejnda, ya que con concentraciones mayores disminuia

considerablemente 1a proliferacion celular y no fue posible obtener metatases para las lecturas.
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Algo muy importante para este trabajo es que en algunos estudios se sugiere que fa
cafeina tiene un papel "anti-reparador” porque existe clerta competencia entre esta xanting y
derivados de nucledtidos de adenina cottw ef ATP, el cual es requerido para Ia reparacion en G2
y altera de esta manera el pool de nucledtidas que se requiere para este proceso (Gonzilez-

Femandez y Lopez-Saez, 1982).

EFECTO DE LA CAFEINA Y MMC EN CELULAS Al

Al agregar las diferentes concentraciones de MMC a nuestras lineas celulares en estudio,
se observd en Ja linea normal un incremiento en fa frecuencia de aberraciones cromosomicas. Por
otro lado en Jas lineas AF ¢l aumento fue significativamente mayor con respecto a la normal,
aunque en la linea AF-C no se obtovo diferencia significativa debido a la gran desviacion
estindar que tienen los datos, se demostid fa gran clistogenicidad de este agente sobre célolas

AF (Ishida y Buchwald, 1982).

Al agregar cafeina a las células previamente tratadas con MMC se observa en los grupos
AF-A, B 'y C un efecto sinérgico del dario conferido por la MMC al igual que en las células
normales con este mismo tratamiento. Esto ya ha sido descrito anteriormente en células de
individuos nonnales, tratadas previamente con  varios agentes alquilantes incluyendo MMC
(Brogger, 1974), sin embargo, de acuerdo con nuestros resultados, el grupo de complementacion

AF-D tuvo un comportamiento diferente, ya que distwinuyé la frecuencia de rupturas
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cromosomicas de manera no significativa con respecto al tratamiiento con caleina sola lo que hace
pensar nuevamente que el defecto basico de este padecimiento puede ser diferente en este grupo

de complementacion.

Existen estudios (Ishii y Bender, 1978) en los que se confirma la existencia de
mecanisnios de reparacion sensibles a cafeina en linfocitos humanos y probablemene estos
sistemas de reparacion, se saturen y solo sean capaces de reparar una fracaion de aguetlas
Jesiones inducidas por MMC. Es posible entonees, que las células de la tinea AF-D no saturen
dichos mecanismos por la accion de la cafeina y reparen minimamente el daio producido por fa
MMC o bien que este grupo de complementacion no disponga de ¢stos mecamismos sensibles a

la cafeina,

Es probable también, que los dos agentes que se manejaron en esta ocasion, MMC y
cafeing, en AF-D actiten a mvel de una misma via metabdlica y sea por esto que no se perctbe la
potenciacion que se encontrd en las demas lineas de AF al agregar ambos agentes en un misimo

tratannento,

Hasta la fecha no se conoce con exactitud ta causa de esta enfermedad, pero estos datos

sugieren que los genes que estan defectuosos pueden estar implicados en diferentes mecanismos

bioquimicos.
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EFECTO DEL PLASMA HUMANO NORMAL SOBRE LAS LINEAS AF

Con respecto a la respuesta del plasia nosmal, en nuestro faboratorio (Camevale y Frias,
1985, Frias gt pl, 1991) en diversas ocasiones se ha demostrado su efecto corrector en hinfocitos
AF tratadas previamente con MMC, sin embargo, en el presente estudio, los linfoblastos no
mostraron ¢ste comportamiento, esto deberd ser motivo de estudios posteriores para determinar
la causa. Es importante recordar que en un estudio paralelo realizado en ¢l Jaboratorio, si se
encontrd una disminucion de aberraciones cromosomicas por Ja accion del plasma en célufas de!

grupo AF-A tratadas con MMC.

El plasma no tuvo efecto en ninguna linea celular cuando los linfoblastos fueron tratados
con cafeina, o con MMC-caleina. Es posible que ¢l factor de correccion no actde sobre daiio
causado por cafeina o que no se exprese en estas células por tas modilicaciones itrinsecas de Jos

linfoblastos.



CONCLUSIONES

Los grupos de complementacion de A tienen una respucsta diferente a ks MMCy ala
cafeina, pero no corresponde wna biga sensibihidiad a MMC con una bagy sensibilidad & catema,
por lo cual se deduce que los mecanmsmos de aceion de ambos agentes quinicos que producen

aberraciones cromosonicas son esencalmente diferentes

El grupo AF-D sin tratamicnto previo con MMC, presento sensibiliad & cafeina,
mientras que el resto de los grupos se cormportaron como la hnea normial, pero cuando las celulas
ya estan daffadas con MMC, entonces s invierte su comportanuento ya que nuentras AF-A By
C presentan aproximadamente ¢f doble de aberraciones cromosonucas. AF-B no cambia
frecuencia de aberraciones, por lo anterior, ¢s posible que el defectn en AP sea a) una
saturRcion en sus sistemas cafeina-sensitivos o b) que afecte ¢ nisito mecamsmo que dic lapie

a las aberraciones cromosomicas cuando estas células son tratadas con MMC

En el presente estudio, ¢l plasma humano normal no tuvo efecto cotrector del dao
producido por ninguno de los agentes clastogénicos munegados anngue cabe recordar que en un
estudio paralelo no incluido en este uabajo, si se enconiro este electo en ¢ tatamiento de MMU

y plasina en el grupo de complementacion Al-A
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