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RESUMEN

La anemia de Fanconi (AF) es una enfermedad autosomica recesiva que
clinicamente se caracteriza por producir pancitopenia, hiperpigmentacion de la piel, retraso
en el crecimiento, alteraciones esqueléticas y otras malformaciones congénitas. A nivel
celular, cursa con una elevada fiecuencia de aberraciones cromosémicas espontaneas y una
hipersensibilidad a agentes alguilantes bifuncionales significativamente mayor que la
observada en células normales. En trabajos previos se encontré que el plasma normal es
capaz de disminuir ¢l némero de aberraciones cromosomicas que induce la mitomicina C
{ MMC) en los linfocitos de anemia de Fanconi; estos resultados sugirieron la existencia de
un factor difusible, presente en el plasma, capaz de realizar complementacion.

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue detectar una fraccion de plasma
humano normal con actividad de correccion de las aberraciones cromosomicas inducidas
por 1a MMC en células AF.

Ei plasma humano normal se separd por ultrafiliracién y cromatografia molecular
en gel. Las fracciones obtenidas se probaron en cultivos de linfocitos AF tratados con 40ng
de MMC/ml de cultivo y la cormreccidn del dafic se detectd por medio del andlisis de
aberraciones cromosomicas, sintesis de ADN vy electroforesis unicelular. Los resultados
indicaron que la actividad cortectora de las aberraciones cromosomicas se encuentra en una
fracecion det plasma que contiene moléculas de un peso molecular menor a 60 kD y que es
de naturaleza proteica.

Con la finalidad de conocer si la Interleucina 6 (IL-6), molécula de 29 kD, estaba -
involucrada en la correccion del dafio, se probé su actividad en cultives de linfocitos y de
lineas Imfoblastoides pertenecientes a los diferentes grupos de AF. La TL-6 cormigid las
aberraciones cromosomicas inducidas por la MMC solo en las células de los grupos de
complementacion A y 1.

Cuando las células AF clasificadas se suplementaron con plasma normal, se
demostrd que la correccidn parcial del dafio inducido por la MMC era especifica para los

linfoblastos pertenecientes al grupo A.




Estos resultados sugirieron que la actividad correctora en de las aberraciones
cromosomicas, presente en el plasma normal, esta constituida por varios factores y no solo
por une. Los elementos que podrian contribuir a esta correccion pueden ser factores de
reparacion, antioxidantes y aporte de nucledtidos y puede ser diferente para cada grupo de

complementacion, ya que cada uno de eflos tiene alterado un gen distinto.




INTRODUCCION

Generalidades.

La anemia de Fanconi (AF) es un sindrome de inestabilidad cromosdmica,
autosdmico recesive, con una prevalencia de 1:26,000 a 1:476,000 en varias poblaciones
(1} ; en poblaciones caucasicas se ha estimado que esta enfermedad tiene una frecuencia
para homocigotos de 1 en 350,000 v para heterocigotos de | en 200 (1-5).

Clinicamente Ja AF esta caracterizada por varios defectos tales como retraso en el
crecimiento, pancitopenia progtesiva, hiperpigmemacion de la piel, diversas malformaciones
congénitas, anormalidades esqueléticas y predisposicion a desarroilar algunas neoplasias
(6,7).

Citogenéticamente presentan inestabilidad cromosdmica espontinea expresada como
rupturas cromatidicas v cromosomicas y figuras radiales (8), también tienen una elevada
sensibilidad a agentes alquilantes bifuncionales como la mitomicina C (MMC} vy el
diepoxibutano (DEB) que se traduce en muerte celular y en una induccién de aberraciones

cromosdmicas significativamente mayor que la observada en células normales (9-13).

Aspectos clinicos.

La anemia dc Fanconi €5 una enfermedad autosomica recesiva, descrita inicialmente
por el Dr, Guido Fanconi en 1927, que en general se caractetiza por presentar pancitopenia,
hiperpigmentacion de la piel, retraso en el crecimiento, malformaciones esqueléticas
principalmente de radio y pulgares, anormalidades cardiacas, renales, genitales y oculares,
asi como diversos grados de retraso mental (1,6,7,14). Los pacientes presentan ademas
elevada predisposicion para desarrollar neoplasias, generalmente leucemias o carcinomas
(5,14,15).

Existe una gran variabilidad clinica en los pacientes con AF, se han observado
diferencias en cuanto a la presencia v severidad de las malformaciones congénitas

asociadas, asi como en la edad de aparicion y el desarrolle de la pancitopenia.




La AF cursa con una disminucion progresiva de las células de la medula oOsea,
lamada pancitopenia, Ia cual generalmente se desarrolla entre los 5 y 10 afios de edad. Esta
pancitopenia puede presentarse gradualmente, de tal manera que al inicio el paciente parece
tener una anennia atslada semejante a una leucopenia o trombocitopenia.  Asi mismo, en la
sesie de células blancas existe una reduccién del numero de granulocitos que puede dar
lugar a una finfocitosis, Las células rojas también presentan alteraciones tales como
eritrocitos macrociticos, hipercromicos y con vida media corta (3,4,7,14,15).

Generalmente, la hemoglobina fetal esta incrementada y en algunos casos tiene un
mimero reducido de eritrocitos v leucocitos, asi como una disminueidn en los niveles de
hexocinasa plaquetaria (15-17).

En los pacientes con AF, }a muerte se crigina por las alteraciones de la médula 6sea
y generalmente se presenta entre Ja edad infantil y la adolescencia. El tiempo promedio de
sobrevida a pariir de la presencia de la pancitopenia, sin tratamiento es de 5 afios
aproximadamente, mientras que con tratamiepto, va de 16 a 25 afios (4,16,l’f).

Se ha observado que la poblacion AF presenta una elevada frecuencia de leucemia,
carcinoma hepatocelular y carcinoma de células escamosas y los heterocigotos tienen un
riesgo 3 veces mayor que el de la poblacidn general para desarrollar neoplasias.  Esta
enfermedad se ha considerado como un estado preleacémico porgue al menos el 10% de los
individuos afectados desarrollan leucemia mieloide aguda. Sin embargo, también pueden
presentar tumores de los sistemas gasirointestinales ¢ ginecoldgicos. Los riesgos en AF
para desasrollar neoplasias son: 10% para leucemia, 5% para tumores de higado y 5% para
otros canceres (1, 17,18).

La hiperpigmentacion de la piel es probablemente la caracteristica clinica mas
consistente y aparece como una fina hipermelanosis genralizada, que se presenta antes que
las lﬁaﬁfestaciones hematoldgicas (3,14,16). En los pacientes AF, las pequefias manchas
café con leche se presentan mis frecueniemente en el tronco, pero pueden involucrar la
ingle, el cuello v las axilas (19). Las manchas café con leche tienen forma irregular y
tamafio variable, aunque generalmente no miden mas de 4 cm; también se presentan

pequefias manchas de despigmentacion, principalmente en la espalda y en el tronco (7).




Qcasionaimente se han encontradoe anormalidades oculares tales como microfialmia,
ptosis, estrabismo y nistagmus.

Existen también anormalidades esqueléticas , siendo las alteraciones de radio y
pulgar las mds importanties. Los pulgares pueden ser hipoplasicos, rudimentariog o ausentes
y presentarse de forma uni o bilateral. También se observa una hipoplasia o ausencia tanto
del primer metacarpiano come del radio y aplanamiento del drea tevar. Algumas otras
caracteristicas esqueléticas poco comunes en este sindrome son la sindactilia, la dislocacion
congénita de cadera, el torcimiento congénito de pies, la deformacion de escapula, la
osteoporosis y la microcefalia  (6,7).

Aproximadamente la tercera parte de los pacientes presenta malformaciones en el
tracto urinario que consiste principalmente en hipoplasia y agensia de rifién, ectopia,
duplicacion del sistema colector y rifién en forma de herradura . También existen aigunas
alteraciones en los genitales; en el hombre, el pene y los testiculos pueden ser pequefios,
con o sip criprorquidea, mientras que en fa mujer se ha observado hipoplasia de Utere y
vagina (6,7,14,19).

La mayoria de los pacientes AF tienen talla v peso bajos desde el nacimienta, debido
a un retraso en el crecimiento mirasterino v al lento crecimiento postnatal provecado por
deficiencia de la hormona de crecimiento (14,19).

En genral, !a intelipencia de estos pacientes es normal, sin embargo,
aproximadamente €l 20% de la poblacion con AF puede presentar diferentes grados de

retraso mental (193,

Aspectos Citogenéticos.

La AF es un desorden que perienece al grupo de Sindromes de Inestabilidad
Cromosomica formado por el Sindrome de Bloom (SB), Ataxia telangiectasia (AT),
Xeroderma pigmentoso (XP) y Disqueratosis congénita, entre otras. Las caracteristicas
comunes que permiten integrarlos como sindromes de inestabilidad cromosomica son la
forma de herencia autosémica recesiva, la elevada frecuencia de aberraciones cromosomicas
espontaneas yfo inducidas, la hipersensibilidad a agentes mutagénicos especificos vy la

predisposicion a desarrollar neoplasias  (19).




Adicionalmente, las células AF presentan alteraciones en la cinética del ciclo celular,
en la proliferacion celular, hipersensibilidad al oxigeno v sobreproduccion del factor de
necrosis tumoral alfa .

Citogenéticamente, la AF cursa con una elevada frecuencia de aberraciones
cromosomicas espontaneas v una hipersensibilidad a agentes alquilantes bifuncionales
induciores de enlaces cruzados tales como MMC, DEB, mostaza nitrogenada,
ciciofosfamida, cisplatino y 8-metoxipsoralen activado con luz ultravioleta (8-MOP-UVA).
Cuanda los linfocifos AF se cultivan en presencia de MMC o DEB, se induce una elevada
frecuencia de abefraciones cromosomicas significativamente mayor que la observada con las
células normales, esta respuesta celular se utiliza como prueba diagnéstica, pre v
postnatalmente para identificar a los pacientes con AF ain antes de que se presente la
anemia.

Estos agentes alquilantes forman enlaces cruzados intra e intercatenarios. Los
enfaces intercatenarios bloquean la replicacion y la transcripcion con efectos potentes en la
sobrevida v en la funcion celolar. Las abetraciones cromosomicas son principaimente de
tipo cromatidico y figuras de intercambio. Las rupturas y los rearreglos cromosdmicos
retrasan el transito del ciclo celular y io detienen en la fase G2 con la consecuente
disminucion de la sintesis del DNA y la muerte celular (8-13,16,20).

Las células AF también son sensibles al estrés oxidativo, presentan una capacidad de
crecimiento baja, incremento en la muerte celular vy anomalias en la frecuencia y en el
patrén de mutaciones inducidas (hipomutabilidad) (18,19,21-26). La AF también se
considera como un grupo heterogéneo, debido a que los pacientes tienen una respuesia
celular distinta a la exposicion de agentes clastogénicos y mutagénicos porque presentan
grados variables de frecuencias de aberraciones cromosémicas y sensibilidad diferencial a
dichos agentes (10-13,27).

La naturaleza del defecto bédsico en la AF no se ha establecido claramente, sin
embaygo, existen algunas evidencias que sugieren que la alteracion puede deberse: a un
defecto en ia reparacion del DNA, deficiencia de enzimas de reparacion o de destoxificacion
de los radicales genrados por el metabolismo del oxigeno, y alteracion en la produccién y

respuesta a citocinas.




La deficiencia de fa reparacion del DNA propuesta como la responsable de la
inestabilidad cromosomica en AF, puede estar en diferentes niveles. En primer lugar, el
daiio al DNA puede ser de diferentes tipos: formacion de dimeros de pirimidinas, rupturas
de hebra sencilla y doble, aductos, deleciones, cambios de base v enlaces cruzados;
normalmente estas alt¢raciones son reconocidas y reparadas por grupos de enzimas que
actdan directamente de manera reversa o bien por escision de la regidn alterada, pero aun
cuando el dafio llegue a repararse €5 posible que exista dafio adicional por el proceso mismo
de reparacion, como en €] caso de la recombinacion,

La sensibilidad de las células AF a agentes bifuncionales inductores de enlaces
cruzados sugiere que 1a habilidad para reparar los enlaces cruzados en AF esta deteriorada.
La reparacion de estos enlaces cnizados incluye un reconocimiento del dafio, incision de la
hebra de DNA dafiada, escision del sitio defectuoso y sintesis de la regién implicada en la
lesion y ligamiento para reemplazar ia region alterada con nucledtidos mormales. La
fidelidad de !a reparacién en AF se ha estudiado por diferentes investigadores pero los
resultados han sido controversiales ¥ algunos no reproducibles.

En 1975 Sasaki (28) propuso que en AF existia una deficiencia en ia reparacién y
remocion de los enlaces cruzados intracatenarios. Posteriormente otros autores encontraron
que fa reparacion era deficiente sélo ¢n ia incisidn de {os enfaces cruzados intercatenarios
(29). Moustacchi y cols (1987} estudiaron la eficiencia de la sintesis semiconservativa del
DNA en células AF tratadas con 8-metoxy-psoralen; al medir la tasa de recuperacion de la
sintesis semicopservativa del DNA encontraron que 3 lineas celulares del mismo grupo de
complementacion se recuperaron tan rapido como las células normales, mieniras que las
otras lineas pertenecientes a otros grupos de complementacion, fallaron en [a recuperacion
(30). Otro grupo de investigadores usando técricas similares no pudo diferenciar entre las
céiulas normales y las AF cuando compararon la eficiencia de reparacion de enlaces
cruzados inducidos por MMC en un gen de RNA ribosomal (31).

En 1993, Zhen y colaboradores midieron los aductos inducidos por cis-platino en

un gen especifico de la reparacion en células AF y encontraron que habia del 50 at 60% de

disminucion en la eficiencia de reparacion con respecto a la observadz en células normales

(32).




Otros defectos relacionados con la reparacion reportados son las deficiencias de la
actividad de enzimas como la DMA-ligasa (33) y defectos en ia ribosiltransferasa adenosin
difosfato  (34). En AF, 12 actividad de la endonucleasz con un punto isoléctrico 4.6
presentd disminucion en la habilidad para realizar Iz incision del DNA con enlaces cruzados
intracatenarios inducidos por 8-metoxipsoralen + luz ultravioleta; ademds, al medir las
actividades de los extractos de endonucleasas de DNA asociadas a la cromatina se encontré
alteracion en una proteina de unidn al DNA con especificidad para los enlaces cruzados.
Por lo tanto, el defecto en AF también puede deberse a la falta de esta proteina de
reconocimiento asi como a un defecto en la funcion de un complejo de endonucieasas
involucradas en el proceso de incision  ( 35,36).

Qiro tipo de teparacidn gue pudiera estar involucrada en el defecto basico es la
reparacion postreplicativa por recombinacion y la replicacion translesion, sin embargo estos
procesos fo han sido completamente caracterizados en celulas eucariontes, pero el
conocimiento que se tiene en bacterias puede ser de gran utilidad para el entendimiento de
la alteracion en AF (36).

Dado que se ha reportado que hay hipersensibilidad de las células AF al oxigeno, es
probable que exista una alteracion en la reparacion del dafio inducido por radicales de
oxigeno. Los radicales de oxigeno pueden dafiar al DNA en la base o en el azicar de tal
manera que forman productos complejos tales como enlaces cruzados o rupturas de doble
hebra. En dos lineas celulares de AF-A tratadas con perdxido de hidrdgeno se encontraron
de dos a tres veces mas productos derivados de la accion de radicales libres sobre el DNA
(8-hidro-desoxi-guanosina) que en células normales (35) ; este hallazgo sugiere que en
AF puede existir un defecto en las enzimas involucradas en la reparacion del DNA dafiado
con ;adicaies oxigeno,

Finalmente, se encontrd que la AT tiene una produccion anormal de citocinas que
puede estar relacionada con las alteraciones de radicales libres en los leucocitos AF.
Rosselli y cols (37) demostraron alteraciones de este tipo en los fibroblastos de un paciente
con AF pero con resultados discordantes con otros pacientes relacionados, por lo que
concluyeron que las anormalidades de citocinas son una caracteristica indirecta del defecto

de AF.




A pesar de la existencia de varios reportes, actualmente no se ha establecido el
defecto basico de la enfermedad va que los hallazgos publicados en algunas ocasiones no
han sido reproducibles, Es posible que [a falta de reproducibilidad de los primeros hallazgos
se deba a que se trabajaba con cflulas de pacientes AF no clasificados por jo que la
variabilidad en las respuesias era muy alta; actualmente se conoce que ia AF es una
enfermedad con heterogenidad genética, existen lineas celulares de todos fos grupos y se
puede trabajar especificamente con alguna o bien comparar las alteraciones en cada una de
ellas.

Por otra parte, a nivel celular la AF presenta varias deficiencias a diferentes
niveles, por lo cual no hay que descartar la posibilidad de la existencia de un defecto
primario que desencadene una cascada de eventos intracelulares que estén involucrados en
la comunicacién intracelalar para dar las sefiales al niicleo cuando la célula se encuentra en
estrés por el efecto de otros agentes (37) . Por ejemplo, se ha encontrado que las células
AF son deficientes en la produccitn de IL-6 y tienen una sobreproduccion del factor de
necrosis tumoral o (TNF-¢« ); cuando se dafta el DNA de las células AF con radiacion
gamma, MMC o se tratan con TNF-« se induce apoptosis pero fa induccion de p53 esta
alterada. Debido a que el gen de p53 codifica para un activador transcripcional cuyos
blances incluyen genes que regulan la estabilidad gendmica, fa respuesta celular al dafio del
DNA v ala progresion del ciclo celular, se sugiere que la expresion alterada de p53 puede

ser importante para ¢l fenotipo de AF (38 ).

Heterogenidad Genética y Molecular.

El analisis de la herencia de un padecimiento seria mis sencillo, si un genotipo dado
se expresara siempre de la misma forma en todos los individuos.  Sin embargo, el estudio
de pacientes con una determinada enfermedad genética a menudo ha demostrade que tienen
diferentes mutaciones que producen un cuadro clinico similar, lo cual sipnifica que son
genéticamente heterogéneos. Asi, la heterogenidad ocurre cuando un fenotipo clinico o
bioquimica particular puede ser producido por més de un genotipo.

En AF, diferentes estudios de complementacion por hibridacion cetular somatica han

demostrado la existencia de heterogenidad genética: existen 5 grupos de complementacidn




clasificados como AF-A, B, C, Dy E. Con respecto a la prevalencia , se estima que del
total de la poblacion AF, del 60 al 65% pertenecen al grupo AF-A, el 4.3% a AF-B, el 12.7
a AF-C, el 43% a AF-Dy 12.7 a AF-E (3943 ).

En 1980, Zawrzewski v Sperling, mediante el analisis de complementacion por
hibridacion celular identificaron dos grupos de AF: fusionaron células somaticas de
pacientes con diferentes formas fenotipicas de AF y detectaron complementacion con el
andlisis de aberraciones cromosOmicas espontaneas e inducidas por MMC y DEB (39).
cromosomicas en hibridos celulares de diferentes pacientes con AF, delinearon dos grupos
de complementacion designados grupo AF(A) y AF no-(A) con respecto a su capacidad de
complementar el fenotipo AF de una linea celular AF(A). La complementacion funcional fie
determinada por medio del andlisis de aberraciones cromosOmicas espontaneas, inhibicion
del crecimiento y aberracicnes inducidas por MMC (40).

Posteriormente, en 1987, Gok y Wunder, demostraron que la recuperacion de la
sintesis de DNA en células AF expuestas a 8-MOP y radiacion ultravioleta A (UVA) fué
mayor en un grupe de AF (B) que ¢n otro (A) (41). Mas recientemente, Strathdee y cols
(1992), encontraron que entre los pacientes que se habian clasificado como AF(B) existian
otros dos grupos de complementacion: AF{C) y AF(D). En tres lineas celulares que no
pertenecian al grupo de complementacidn A introdujeron marcadores de resistencia a
drogas con pSV2 (resistencia a G481) o pSVZhph (resistencia a higromicina)) que
permitieron la seleccidon de los hibridos que presentaban ambas caracteristicas. Con ¢l uso
de este sistema, todas las posibles combinaciones de las 3 lineas AF no-A resultaron lineas
hibridas resistentes a MMC, lo cual sugirio que cada linea celular representaba un grupo de
complementacion independiente, designados como AF-B, AF-C y AF-D (42).

Por dltimo, en 1995, Joenje v cols. al clasificar a 13 pacientes a través de analisis
de cbmplementacién y fusidn celular con lineas celulares de los 4 grupos AF encontraron
que un paciente complementd con las 4 lineas de referencia. Estos resultados indicaron la
existencia de un gquinto grupo de complementacién, designado como AF-E y la presencia
de al menos 5 genes responsables del fenotipo AF.

Los grupos de complementacion de AF reflejan heterogenidad en su fenotipo celular

ya que la sensibilidad a los agentes mutagénicos, la recuperacion de la sintesis de DNA




semiconservativa y los niveles de algunas enzimas involucradas en la reparacion del DNA
son diferentes en fos 5 tipos.

Hasta el momento, sélo se han localizado 3 genes AF: por medio de estudios de
ligamiento, el gen AF-A sc¢ maped en el cromosoma 16¢21, por hibridacion in situ y
complementacion funcional AF-C en 9g22.3 y por transferencia de cromosomas mediada
por microcélulas AF-D en 3p22-p26 (44-48).

En lo que respecta al conocimiento de los genes AF, el gen AF-A codifica para una
proteina de 1453 aminoicidos con sefiales de [ocalizacién nuclear y sin homologia con otras
proteinas, razon por la cual se ha sugerido que puede representar una nueva clase de gen
asociado con la prevencion del dafio al DNA (47, 48).

En AF—C, el gen ya se ha clonado, se denomina FACC y tiene mas de 100 kb de
longitud; la secuencia primaria presenta 14 exones v codifica para 558 aminodcidos, sin
embargo, no tiene homologia con otras proteinas conocidas v no se conoce la funcidn.
Los anlisis de mutacién def gen FACC indican que aproximadamente el 15% de los
pacientes AF son del grupo C.  Se han encontrado varios tipos de mutaciones, pero no se
agrupan en alguna region especifica del gen. Yamashita y cols (1995) por estudios de
fraccionamiento celular e inmunoflucrescencia, demostraron que el polipéptido FACC se
localiza en el citoplasma y por tanto es poco probable que tenga un papel directo en la
reparacion del DNA (49-50).

Antioxidantes y metabelismo del oxigeno.

Las células AF muestran una sensibilidad anormal al oxigeno que se traduce en
elevacion de las aberraciones cromosOmicas, una tasa de proiiferacion muy baja y en
detencion de la fase G2 del ciclo celular. Esta susceptibilidad ha sugerido la existencia de
un desbalance entre la genracion de especies reactivas y los mecanismos de destoxificacion
en las células AF; normalmente existen ciertos niveles de atrapadores o "scavenger" de
radicales que s¢ encargan de proteger a la célula por remocién de dichos productos
altamente reactivos, de tal manera que cuando una célula tiene niveles altos de radicales
libres, estos son bloqueados por el sistema antioxidante. Este sistema protector ademss de

prevenir la excesiva formacion de intermediarios reactivos potenciaimente dafiinos protegen




a otros compoenentes que estan involucrados en la reparacion del dafio. Esta coastituido
por la superoxido dismutasa (SOD), catalasa, glutation peroxidasa, vitamina E, C, selenio,
etc. Dada su funcion, cualquier cambio en su concentracion alteraria el metabolismo del
oxigeno y la condicion genral de la céluta  (17-18).

Al respecto, varos autores han realizado determinaciones cuantitativas y
cualitativas de estos agentes atrapadores de radicales libres con el abjeto de conocer st tanto
la susceptibil'idad de las células AF a radicales oxigeno como las aberraciones cromosomicas
pueden abatirse con la adicion de atrapadores de radicales libres y asi conocer ¢l defecto
basico.

En células AF, Nordenson (1980) y Joenje (1978) sugirieron que el defecio basico
esta celacionado con el metabolismo del oxigeno porque encontraron deficiencia en la SQD
y una disminucién en el nivel de aberraciones cromosdomicas espontaneas en células AF
cuando se adicionaba catalasa o SOD en cultivos celulares (51,52},

En estudios de cuantificacion de SOD realizados en eritrocitos de AF se encontréd
una disminucion del 20 al 40% comparados con los normates ( 53 ). Otrog bhallazgos
indican que la cantidad no es indicativa de la funcion, ya que Gille y cols en 1987
observaron que los eritrocitos de un paciente con AF presentaba disminucion de los niveles
de SOD pero su actividad era mayor que la observada en los fibroblastos del mismo
paciente (54).

También s ha encontrado que la L-cisteina, el acido ascorbico vy ia desferrioxamina
son moléculas que confieren proteccion a las células AF para la produccidn de aberraciones
cromosomicas inducidas por MMC  ( 55-57 ). Asi mismo, cuando las células AF se tratan
con MMC, 1a SOD y la catalasa proporcionan proteccion para el desarrollo de aberraciones
cromosomicas, ya que la frecuencia de aberraciones disminuye de manera significativa
.

Liu y cols, 1993 ( 58 ) probaron el efecto in vivo de la SOD recombinante en 4
pacientes con AF sobre el crecimiento de las células progenitoras hematopoyéticas o sobre
¢l fenotipo celular anormal, sodlo encontraron disminucion de aberraciones cromosomicas
inducidas por DEB durante el tratamiento en dos pacientes y un aumento de las células

progenitoras de médula en un paciente. Sin embargo, la SOD purificada de AF no tiene
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cambios detectables, por lo que se ha sugerido que la disminucién encontrada en eritrocitos
es debida a una desreguiacion en el linaje celular. Por otra parte, se ha demostrado que los
niveles de catalasa, glutatibn peroxidasa y giutation son normales en células AF, por lo
tanto no son significativamente mas sensibles a superdxido intracelular, peroxide de
hidrogeno y radicales hidroxilo.

En lo que respecta 2 la susceptibilidad al oxigeno, se ha demostrado que las células
proliferan muy poco cwando crecen en un ambiente con 2(% de oxigeno mientras gue
enando se reduce al 5% estudios de citometria de flujo con BrdU/Hoechst en fibroblastos
sugieren que la sensibilidad refleja una tendencia a que las células se acumulen en la fase G2
del ciclo celular ( 39 ), este efecto se ha comprobado tanto en linfoblastos como en
fibroblastos y también se ha demostrado que la fase G2 se prolonga de manera significativa
(60 ). En cuanio al efecto sobre el dafio al DNA, Joenje v Gille ( 61 ) obtuvieron evidencias
de que el oxigeno vy sus radicales contribuyen a la formacidn de aberraciones cromosdomicas
en AF porque la frecuencia de aberraciones disminuye cuande la concentracion de oxigeno
baja.

Esta sensibilidad al oxigeno es un sistema complejo que controla la excesiva
produccion de especies reactivas de oxigeno o la habilidad para tolerar el dafio inducido al
oxigeno.. Existen mittiples reportes, tanto de la sobreproduccion de especies reactivas del
oxigeno como de la deficiente defensa antioxidante, que proponen estas alteraciones como
la causa de la AF. Sin embargo, una comparacion de la sensibilidad al oxigeno entre una
linea celular primaria de fibroblastos v unpa transformada indico que hay pérdida de la
hipersensibilidad al oxigeno después de la transformacién con el antigeno T SV40; este
hallazgo es compatible con un efecto secundario de las mutaciones en los genes AF y no
conun primario  (62).

El mecanismo de bioactivacion de la MMUC sugiere otra relacion potencial con el
metabolismo del oxigeno, ya que las enzimas celulares activan el grupo quinona de la MMC
y producen enlaces cruzados de DNA intra e intercatenarios y de DNA-proteina, ademas,
la reduccién de Ia MMC por su semiquinona intermediaria puede inducir rupturas de hebra
sencilla. Bajo condiciones aerdbicas, la semiquinona puede reaccionar para formar oxigeno

molecular, peréxido de hidrogeno y grupos hidroxilos. Joenje y Ostra en 1983 observaron
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que los linfocitos AF en fase Go tratados con una dosis baja de MMC son mis sensibles al
oxigeno que los linfocitos sin tratamiento ( 17, 60).

De manera coptraria a lo observado en las células normales, en AF hay
hipomutabilidad cuando proliferan bajo condiciones normales de oxigeno (17, 61 ).

En cuanic a la cinética del ciclo celular, se sabe que [as células AF tienen un defecto
en la progresion, ya que presentan una fase G2 mis larga provocada por un arresto,
cuando los linfocitos AF se iratan con cafeina se restaura el tiempo de lafase G2 (63 ).

En relacion a la sobreproduccion de radicales libres, se ha demostrado que las
células AF presentan sobreproduccion de una citocina citotoxica y citostatica denominada
factor de necrosis tumoral alfa {TNF-o), que en células normales y cancerosas potencia la
produccion de radicales libres y por lo tanto, puede causar dafio al DINA y muerte celular,
en presencia de agentes genotéxicos se incrementan los efectos inducidos por el TNF-c.
En AF, la sobreproduccion de este factor conduce a una hiperesensibilidad celular a la
MMC que no puede ser parcialmente corregida por la adicidn de la 1L-6, pero cuando se
agrega ¢l anticuerpo anti-TNF.¢r existe una correccion tanto de la hiperesensibilidad a
MMC como de las sberraciones cromosdmicas ( 64 ).

Todos estos hallazgos sugieren que las células AF tienen una hipersensibilidad al
oxigeno y pueden ser deficientes en su sistema antioxidante. Es indudable que el dafio
inducido por el oxigeno en AF juega un papel importante e implica que es probable que unza
sobreproduccion o bien una sensibilidad celular aumentada a un intermediario toxico del

oxigeno pueda contribuir al fenotipo celular de AF.

Factores difusibles en Sindromes de Inestabilidad Cromosémica (SIC)

En genral, existen factores biologicos activos y de correccion cuya identificacion y
caracterizacién puede proporcionar claves importantes para descubrir los defectos
producidos en los SIC. Los factores activos pueden inducir o mediar respuestas fisiologicas
normales, como lo hacen los factores de crecimiento celular o bien dar respuestas
patologicas que incluyan defectos en la sintesis y reparacion del DNA. Los factores de
correccion son capaces de restaurar la funcién normal o la integridad de la célula que

manifiesta un defecto fenotipico particular, los factores que son capaces de permeabilizar en




las células se le denomina factores difusibles y pueden ser tas moléculas responsables de la
complementacidn en los sindromes genéticos. La purificacion de estos factores permite la
identificacion directa de la actividad metabolica alterada y en algunas ocasiones, el defecto
del gen (19).

En las células normales y en el plasma normal se puede inducir la formacion de
factores clastogénicos (que rompen cromosomas) ya sea por exposicién a agentes
promoteres de tumor o por irradiacion X. En los SIC se han encontrado algunos de estos
factores difusibles y se ha tratado de correlacionar su accidn al defecto en la enfermedad.

En Ataxia Telangiectasia (AT) se han reportado 3 factores clastogénicos que estan
presentes en el plasma o en medios condicionados. El primer factor se encontrd cuando se
cultivaron linfocitos pormales en presencia de células blancas o de plasma de pacientes AT,
la frecuencia de aberraciones cromosomicas en las células normales se incrementdo de 2 a5
veces; la caracterizacidn bioquimica indicd que el factor clastogénica es un péptido de 500 a
1000 daliones . El segundo factor se encontrd en medios condicionados pos células AT,
tiene un peso molecular de 10,000 a 20,000 daltones y es capaz de estimular el crecimiento
de células de aorta bovina in vitro, se ha propuesto que este factor es el responsable de 1a
manifestacion clinica de telangiectasia oculocutanea en AT. El tercer factor es una proteina
con pese molecular de 20,000 a 30,000 daltones que confiere la radioresistencia a la sintesis
del DNA (15,20}

En el Sindrome de Bloom (SB) se ha reportado la existencia tante de factores
inductores como correctores de la frecuencia de intercambios de crométidas hermanas
{ICH); cuando se ha puesto en evidencia la presencia de los factores clastogénicos ¢
inductores de ICH también se ha propuesto que pueden modularse por la adicion de
superéxido dismutasa, lo cual sugiere la intervencion de radicales libres. Sin embargo, hay
mucha controversia en los hallazgos de varios autores, por lo que es necesano realizar
expetimentos con condiciones bien controladas para gque se obtengan resultados
reproducibles que confirmen el tipo de factor producide por las células de SB  {19).

En Xeroderma pigmentosa (XP) en la que ya se conocen las funciones y algunos
genes alterados, las investigaciones son muy diferentes ya que el descubrimiento del defecto

basico y de los diferentes grupos de complementacién ha conducido a los investigadores a
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estudiar la capacidad correctora de las enzimas en fa reparacion deficiente del dafio inducido
al DNA por luz ultravioleta. La microinyeccion de extractos crudos de proteina de células
Hela o de XP de diferentes grupos de complementacidn, restaurs ja actividad de
reparacion del DNA en lineas de los 9 grupos de complementacion. El factor de correcion
es diferente y especifico de cada tipo de XP » por ejemplo, en XP-A la actividad correctora
se encontrd en dos fiacoiones, una de 90 y otra de 160 kD, esta actividad esti mediada por
una proteina de rapido transporte al nitcleo ( 19,209,

En Anemia de Fanconi, existen algunas evidencias que indican que las aberraciones
cromosomicas inducidas por MMC pueden ser corregidas por el cocultivo con células
normales o por la adicion de plasma normal ; estos hallazgos ponen de manifiesto 1a accign
de factores difusibles generados por las células normales capaces de complementar el dasio
en las células AF, sin embargo no existen trabsjos que pongan de manifiesto la naturaleza de
estos factores { 65, 66 ).

Composicion del plasma humane norma).

El plasma es un compenente acuoso de la sangre, cuya composicion quimica es muy
compleja, en él se halfan disueltos o en suspensién una gran cantidad de proteinas,
lipoproteinas, nutrientes, metabolitos, productos de desecho, iones inorganicos y hormonas.
Contiene diversos tipos de moléculas de pequefio tamafio y gran peso molecular tales como
hidratos de carbono, electrolitos, carbonatos, fosfatos, cloruros, lipidos, hormonas,
enzimas, aminoicides, nucledtidos, vitaminas y proteinas. La presencia de todos estos
factores son de vital imporiancia porque muchas funciones en ef organismo dependen de
estos componentes, de tal manera que la determinacion de los niveles s importante para el
diagndstico y el tratamiento de enfermedades,

Fisicamente, ¢l plasma es un liquido amarillo con una densidad de 1.0237-1.0276 y
pH 7.2-7.6. Esta formado aproximadamente por un 10% en peso de solido y 90% de agua;
del peso sélido, 7-9% son proteinas, 1%5 sales y el resto lipidos y otras sustancias.

Mis del 70% de la parte sélida del plasma estd constituida por ias proteinas
plasmdticas seroalbimina, lipoproteinas de muy baja densidad(VLDL), lipoproteinas de baja
densidad (LDL), lipoproteinas de alta densidad (HDL), inmunoglobulinas (centenares de
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anticuerpos circulantes), fibrindgeno, protombina y muchas proteinas de transporte
especifico como la transferrina. El 10% esta representado por compuestos organicos tales
como NaCl, bicarbonato, fosfato, CaCl2, MgCI2, KCl v NaS04. El 20% restante esta
formado por los metabolitos organicos y los productos de desecho: glucosa, aminoacidos,
lactato, piruvato, cuerpos cetonicos, citratos, urea y acido urico (67 ).

En el plasma nomoal también existen nucledtidos que son elementos importantes
para la fisiclogia celutar tanto de la genracion de ATP como de la reparacion de DNA {68).

El contenido enzimatico del plasma es probablemente inferior al 0.1% del contenido
protéico total, pero de suma importancia. Las enzimas que estan presentes en plasma son:
trombina, plasmina, colinesterasa, amilasa, fipasas y proteasas entre otras. Las funciones que
realizan estas enzimas son variables, tales como intervencién en la coagulacién sanguinea
tanto en la formacidon como en la degradacion, destruccion de acetiicoling v regulacion de
fos miveles de lipidos y proteinas, activacidn proteolitica de proteinas y enzimas. El
funcionantento coordinado de todos estos elementos es vital para los organismos ya que
muchos de los eventos metabdlicos forman parte de todo un proceso, razén por la cual
cualquier alteracién puede transtornar el sistema completo.

En ¢f plasma también existen moléculas antioxidantes que se encargan de capiurar
los radicales libres genrados por el metabolismo celular; en este grupo se incluyen al dcido
ascorbico, alfa-tocoferol, superdxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa, otros
componentes fales como carotenoides y ubiguineles y productos finales de vias metabdlicas,
comeo bilirrubina y dcido drico (67).

A pesar de toda esta informacion, la composicion total del plasma humano normal
no se conoce debido a que es muy compleja, en algunos casos, ain cuando se ha
determinado la concentracion de las moléculas que lo componen, se desconoce la funcion de

éstas.

Efecto del plasma bumano normal en las células AF.
En AF, por medio de experimentos de fusion celular o de cocultivo con células
normales se ha encontrado una complementacion completa o parcial que corrige la elevada

frecuencia de aberraciones cromosdmicas (69-73). En 1980 Zakrzewski y Sperling
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deseubrieron que cuando las células AF se dafian con MMC, Ia cocultivacion de estas con
células normales corrige parciaimente el dafio cromosémico producido por este agente
(70). Més tarde, en experimentos realizados con linfocitos AF, Camevale y Frias (72)
ehcontraron que la correccion parcial se llevaba al cabo no sélo por medio de Ia
cocultivacion con células normales, sino también con la adicion de plasma normal, de
manera que estos resultados evidenciaron [a presencia de un factor corrector difusible en ef
plasma.

En otro estudio, Friag y cols. (73) con el objeto de investigar heterogenidad
genética en AF, analizaron Jas sberraciones cromosomicas inducidas por MMC en cultivos
de linfocitos AF suplementados con plasma autologo, heterélogo de otros paciente con AF
y con plasma normal; no se encontrd heterogenidad genética, pero nuevamente encontraron
una disminucion significativa de la frecuencia de aberraciones cromosémicas inducidas por
MMC en los cultivos suplementados con plasma humane normal.

Es evidente que la adicion de plasma normal modifica 1a respuesta a fa MMC
disminuyendo significativamente la frecuencia de aberraciones cromosdmicas en las células
AF, lo cual esta de acuerdo con la existencia de un factor difusible, presente en el plasma
normal y capaz de realizar complementacion. La complementacion no es total, pero se ha
observado en miltiples ocasiones ¥ con distintos pacientes en porcentajes que van del 30 al
90%. Estos hallazgos sugirieron que en el plasma de las células normales pueden existir
productos génicos que son indispensables para la reparacion del DNA o para la division
celular y que en el caso de las celulas AF, estos productos pueden estar inactivos 0
ausentes.

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fué detectar una fracccion de plasma

humano normal con actividad correctora de las aberraciones inducidas por MMC en células

AF, por medio del fraccionamiento del plasma.
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OBJETIVO GENERAL

Detectar a partir de plasma humano normal, una fraccion con actividad de correccién de las

aberraciones cromosdmicas inducidas por Mitomicina C en linfocitos AF.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Deferminar el efecto de las fracciones de plasma normal, obtenidas por ultrafiltracion,
sobre las aberraciones cromosémicas inducidas por la mitomicina C en linfocitos AF.

o Determinar el efecte de fas fracciones de plasma normal, obtenidas por ultrafiltracion,
sobre la sintesis del DNA inducida por fa mitomicina C en linfocitos AF.

s Determinar el efecto de las fracciones, obtenidas por cromatografia molecular en gel,
sobre el daflo al DNA inducido por la mitomicina C en linfocitos AF, mediante

electroforesis unicelular alcalina.

o Determinar el efecto de los posibles factores involucrados en la correccion del dafio
inducido por la MMC en célufas AF.
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MATERIAL Y METODOS

MUESTRAS CELULARES.

A. Linfocitos de sangre periférica:

1. Se obtuvieron muestras de sangre heparinizada de 5 pacientes con diagndstico de anemia
de Fanconi basado en las siguientes caracteristicas:

a) Clinicas: por presentar pancitopenia e hiperpigmentacion de la piel, asociados o no a
alteraciones del eje radial u oiras malformaciones.

b) Citogenético: por presentar una frecuencia elevada de aberraciones cromosomicas
espontaneas y alta suscepiibilidad 2 la MMC expresada como un dafio cromosomico
significativamente mayor que ¢l observado en células normales.

2. Se tomaron muestras de sangre heparinizada de 2 sujetos sanos normales para la

obtencion de células y de plasma.

B. Lineas linfoblastoides: 7

Se wtilizaron lineas celulares linfoblastoides de los grupos de complementacion A, B,
C y D de AF, donadas por el Dr. Manue] Buchwald, Departament of Genetics, The Hospital
for Sick Children, Toronto, Ontario, Canada; y una linea celular normal linfoblastoide
establecida en el laboratorio de Citogenética del Instituto Nacional de Pediatria, por medio

de la transformacion de linfocitos con virus Epsiein Basr,

Establecimiento de linga linfoblastoide normal:

Se obtuvo una muestra de sangre periférica heparinizada de 10 ml y se diluyé con
solu_ci()n de Hank's vol./vol.; la muestra se colocd sobre un gradiente discontinuo de Ficoll-
Hypague para separar los linfocites y se centrifugaron a 1,800 r.p.m. durante 15 min. Se
aspiré la capa de linfocitos y se someti a dos lavados con solucién de Hank's. E! paquete
celular se colocd en un pozo con 500ul de medio RPMI y 500ul de sobrenadante con virus
Epstein Barr y se incubé durante 24 horas a 37°C con 5% CO2; se aspird el sobrenadante
y se cambio el medio de manera periddica cada vez que viraba a amarillo. Cuando las

células presentaron prolongaciones citoplasmaticas y se asociaron para conformar camulos
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en suspension, se colocaron en botella de cultivo para continuar con lfa propagacion de la

linea transformada.

OBTENCION DE PLASMA HUMANO NORMAL.

Para realizar la separacion del plasma por Ultrafiltracion y Cromatografia molecular
en gel se utilizo un paquete de plasma tipo A de un donador sano del Banco de Sangre del
Instituto Nacional de Pediatria. Los 300 mi de plasma se colocaron en aficuotas con el fin

de descongelar una muestra cada vez que se realizaran tos experimentos.

CULTIVOS CELULARES.
A. Linfocitos de sangre periférica.
1. Siembra.

De acuerdo a la téchica de Moorhead y cols (74 ), por cada paciente se sembraron 8
cultivos de linfocitos de sangre periférica, en tubos estériles de 11 mi; a cada cultivo se le
agregaron 4.5 ml de medio McCoy's 5a modificado, 0.25 ml de fitohemaglutinina, 0.02 ml
de antibiotico (penicilina-estreptomicina} y 0.4 ml de sangre. Se incubaron a 37°C durante
72 horas.

2. Cosecha.

A las 72 hs de cultivo se adiciond colchicina a una concentracion de 8 wml
Después de 30 min de incubacion los cultivos se centrifugaron a 400g por 10 minutos, se
desecho el sobrenadante y se incubd el paquete celular durante 10 minutos a 37°C con 5 ml
de solucién hipotonica de KCl 0.075M; después se centrifugo, se elimind el sobrenadante y
se fijo el paquete celular con una solucién Carnoy (3:1 de metanol: 4cido acético). Se
dejaron reposar por 10 minutes al cabo de los cuales se centrifugaron, se elimind el
sobrenadante y se resuspendieron las células en fijador; este dltimo paso se repitié varias
veces hasta que se obtuvo un paquete celular blanco y un sobrenadante transparente.

Las laminillas se prepararon por goteo del material celular en portaobjetos frios y se

secaron a {a flama,
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B. Lineas linfoblastoides:
1. Siembra.

Se sembraron 300,000 linfoblastos/ml en 5ml medio RPMI suplementado con 10%
de suero fetal de bovino, glutamina 200 mM, piruvato de sodio 100 mM, anti-PPLO 6
mg/ml, antibiético-antimicotico (10,000 unidades de penicilina, 0 mg estreptomicina y 25
ug ampotericina), Se incubaron a2 37°C y en atmosfera de CO2 al 5 % durante 72 hs.

2. Cosecha.

Para detener las células en metafase se agregaron 40 pg/mi de colchicina y se
incubaron durante 40 min, Se centrifugaron a 400g durante 10 minutos, se desechd el
sabrenadante v el paquete celular se resuspendid en KCl 0.075M y se incubé por 10
minutos a 37°C; antes de volver a centrifugar se realizé prefijacion con solucion Carnoy, se
centiifugd vy el paquete celular se fijo con Camnoy frio; finalmente se realizaron 2 lavados
con fijador nuevo,

Las laminillas se prepararon como se menciond previamente.
TECNICAS DE SEPARACION DE PLASMA.

L. Ulurafiltracion (75)

El plasma fresco, se separd por ultrafiltracion a través de una membrana Amicon con
un limite de ¢xclusion de 50,000 dattones de tal manera que se obtuvieron dos fracciones:
una con moléculas de un peso molecular mayor de 50 kD y otra con moléculas menores de
50 kD). Las muestras de las fracciones se colocaron en alicuotas y se congelaron a -26°C
hasta sa uso,

2. Cromatografia por filtracion molecular en gel (75).
a) Montaje de columna y equilibrio de¢ columna: _

En un cuarto fiio a 4°C,se montdé una columna cromatografica de 1.6 cm de
diametro y 91.7 cm de largo y se empacd con gel para filtracion (Ultrogel AcA 44, mezcla
de agarosa v poliacrilamida ) de molécuias de 10,000 a 130,000 daltones. Posteriormente
se equilibré durante 24 horas con PBS estéril, se calibro el flujo a 24 mi por hora y se

conectd a un colector de fracciones automatico
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b) Calibracion de columna con marcadores de peso molecular:

Se preparé una mezcla de 5 mi de PBS con los siguientes marcadores moleculares: 3 mg/ml
de azul dextran, 8 mg/m) de albémina sérica bovina, 4 mg/mi de ovoalbimina y 3.5 mg de
citocromo C. Esta mezcla de marcadores moleculares se colocd en la columna evitando fa
entrada de burbujas a la columna v en ¢l reservorio se colocaron 300 mi de PBS como fase
movil para separar cada marcador; se conectd una bomba perstiltica para que los
marcadores fluyeran a 1o largo de la columna con una velocidad de 24 mb/hs; se obtuvieron
fracciones de 3ml durante 6 horas.

Toda fa elucion se midid en el espectrofotdmetro a 280 nm  para seleccionar las
fracciones correspondientes a los picos de proteinas y ademas fas fracciones del azul dexiran
se midieron a 610 nm y las del citocrome C a 529 nm. Todos los datos se graficaron para
conocer el perfil cromatografico y que posteriormente se utilizara como patroén para

seleceionar las fracciones obtenidas del plasma (fig.1).

¢) Separacion del plasma normal:

La columna se lavo con 300 mi de PBS y después se pusieron 5 ml de plasma
normal fresco; una vez que la muestra de plasma habia entrado a fa columna, se eluyd
utilizando 300 ml de PBS en el reservorio y un flujo de 24 mi/h. Se colectaron fracciones

de 3 ml y se midicron en el espectrofotometro a 280 nm.

d) Control Electroforético de las fracciones del plasma:

Antes de realizar las electroforesis, se determind la concentracién de proteina tanto
de las fracciones obtenidas por ultrafiltracion como las de cromatografia en gel por medio
del método de Bradford.

Las electroforesis se realizaron en minigeles de poliacrilamida-SDS (75} con un
tiempo de corrida de 45 a 90 minutos; para las fracciones menores v mayores de 50 kD se
usaron geles 12% y para las fracciones de la cromatografia (1A, 1B y 2) al 10%. Todos los

geles se tifieron con azul de Coumassie y se tomd un registro fotografico de cada uno.
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Densidad optica

CROMATOGRAMA DE MARCADORES DE PESO MOLECULAR
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Fig. 1 Perfil cromatografico de los marcadores de peso molecular. Los marcadores fueron los
siguientes: albimina sérica bovina (BSA) (62.2 kD), ovoalbimina (42.7 kD) y citocromo C (12.2 kD).
fracciones elvida Se midieron en el espectrofotdmetro a ta fongitud de onda correspondiente para cada

marcador.
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TRATAMIENTOS.
FASE 1. Efecto de las fracciones de plasma normal obtenidas por uitrafiltracién.

A) Aberraciones cromosomicas .

Todos los cultivos celulares de linfocitos de 4 pacientes AF y de un control (paciente
anémico pero no del tipo AF) , se trataron con 40 ng de MMC/mi de las 30 a las 54 hs de
incubacion, posteriormente se lavaron 2 veces con solucién isotonica (NaCl 0.9%) y se
reincubaron por 24 hs mas en ias siguientes condiciones:

1. Solo medio McCoy's.

2. Medio mas 1 ml de plasma humano normal.
3. Medio mtds 1 mi de fraccion < de S50 kD,

4, Medio mas 1 ml de fraccion > de 50 kD.

5. Medio mas I ml de suero normal.

Para determinar a sintesis de DNA, 2 horas antes de cada cosecha se dié un pulso
de 1 uCi/mi de timidina tritiada (6-> H timidina), 6.70 Ci/mmol, (Amersham) ; las cosechas
celulares se hicieron cada 6 horas a partir del momento en que se retird la MMC y hasta [as
78 horas de cultivo, para hacer un total de 4 cosechas por paciente, por tratamiento y por

repeticion . Ci/mmot).

B) Autorradiografia {76)

Las laminillas se prepararon por goteo del material celular en portaobjetos frics, se
secaron al aire v en un cuarto oscuro con luz roja (filiro Kodak Wratten No.2 con bombilla
de 15 volts) se sumergieron en un recipiente que contenia la emulsion fotografica NTB2
durante 2 o 3 segundos, se sacaron v se dejaron secar al aire de 30 a 90 minutos, se
guardaron a 4°C en la oscuridad por 8 dias.

Transcurrido este tiempo, todas las laminillas se revelaron, fijaron y tiffleron con

Giemsa al 10% en buffer fosfatos durante 3 minutos.
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FASE 11, Efecto de las fracciones de plasma normat obtenidas por Cromatografia molecular
en gel.

Los cultivos de linfocitos de un paciente AF se trataron de la misma manera que los
de 1a fase I y se suplementaron durante las dltimas 24 horas en las siguientes condiciones:

1. Sélo con medio McCoy's.

2. Con medio mas 1 m! de plasma humano normal fresco.
3. Con medio mas 1.12 ml de fraccion 1A.

4, Con medio mas 0.86 ml de fraccion 1B.

5. Con medio mas 1.26 ml de fraccion 2.

La cantidad de cada fraccién se calculé utilizando como referencia la cantidad de
plasma con la que normalmente se habia encontrado la correccion y el volumen de plasma
que se separd en la cromatografia.

A las 78 hs de cultivo, las células de cada experimento se congelaron para
procesarias posteriormente por medio de electroforesis unicelular y poder cuantificar el
dafio al DNA.

FASE I, Efecto de fa Intetiencina 6 (11.-6 )
4A) Linfocitos de sangre periférica.
1.1 Aberraciones cromosdmicas.

Para probar la actividad correctora de la IL-6, se prepararon 6 tipos de cultivos de
finfocitos de sangre periférica de 2 pacientes con AF por duplicado, un cultivo s
tratamiento se mantuvo con plasma autdlogo desde el inicio y cinco cultivos se trataron con
40 ng /ml de MMC de las 30 a las 54 hs de incubacion; posteriormente se lavaron 2 veces
con solucion isotdnica y se reincubaron por 24 horas mas en las siguientes condiciones:

1. Medio MeCoy + plasma autdlogo desde el inicio.
2. Medio McCoy: control negativo. -

3. Medio McCoy's + plasma humano normal

4, Medio McCoy's + Interleucina-6.

5. Medio McCoy's + plasma y Ab anti-IL-6.

6. Medio McCoy's + IL-6 y Ab anti-1L-6,
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A las 78 horas de cultivo, se realizo la cosecha de todos los cultivos para obtener

células en metafase.

1.2 Electroforesis Unicelular Alcatina (EU) (77)
Se prepararon cultivos de linfocitos de un paciente con AF de lz misma manera que
en 1.1, pero a las 78 horas de cultivo, las células de cada experimento se colocaron en

minigeles para ser procesados por electroforesis unicelular y cuantificar el dafio al DNA.

B) Lineas linfoblastoides AF pertenecientes a los 4 grupos de complementacion.

Para probar la resistencia de las células AF de diferentes grupos de complementacion
al efecto citotéxico de fa MMC, se¢ sembraron cultivos de cada linea celular con 300,000
cei/mi en presencia de:
1. Sélo medio (control)
2. Medio + 500 U IL-6
3. Medio+ | mide plasma humano normal

A las 24 hs, todos los cultivos se lavaron y se incubaron por 24 hs mas en medio y

MMC (10ng/mi), transcurrido este tiempo, todos los cultivos se cosecharon de la manera
habitual.

Por cada tipo de cultivo y por cada repeticidn se analizaron las aberraciones

cromosomicas de 100 metafases,

FASE_1V. Efecto del plasma normal v de la TL-6 en los diferentes grupos de

complementacion.
Con ¢l objeto de conocer el efecto del plasma normal y de la [L.-6 en los diferentes

grupoes de complementacion de la AF, se prepararon cultivos celulares de 72 hs de la
siguiente manera:

Por cada linea celular se sembraron 10 cultivos con 300,000 cel/ml; de las 24 a las
48 hs se trataron con 40ng/ml de MMC, posteriormente se iavaron y se incubaron por 24

hs mas en presencia de:
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. Solo medio suplementado al 10% de SFT (control negativo)

. Medio + medio suplementado+ 1 ml de plasma humano normal.
. Medio + 1 ml de plasma humano normal + anticuerpo anti I1.-6.
. Medio + 5000 1L-6

. Medio + 500U IL-6 + anticuerpo anti-IL-6.

wvod W b

A las 78 hs, todos los cultives se cosecharon de la manera habitual. Debido a que
fue sony dificil obtener células en metafase en los linfoblastos después dei tratamiento con

MMC sélo se analizaron 25 metafases por cada tipe de cultivo y por cada repeticion .

SISTEMAS DE DETECCION DEL DANO AL DNA,

Las fracciones de plasma obtenidas por ultrafiltracion y cromatografia molecular en
gel se probaron en cultivos de linfocitos AF utilizando como métedo de deteccion el
analisis de aberraciones cromosémicas, la sintesis de DNA v la electroforesis uniceluiar
afcalina.

1. Aberraciones cromosomicas.

Las laminillas elaboradas por cada tipo de cultivo se tifieron con Wright al 50% y
Giemsa al 5% en buffer fosfatos pH 6.8 durante 5 minutos respectivamente.

Todas las preparaciones fueron codificadas por una persona ajena al estudio con el
objeto de realizar un analisis libre de sesgo. Dependiendo del experimento, se analizaron de
25 a 100 metafases por repeticion v por experimente v se cuantificaron las aberraciones
cromosomicas agrupandolas en 4 categorias: fracturas cromatidicas y cromosdmicas,
fragmenfos céntricos y acéntricos, anillos y dicéntricos, y figuras radiales y otras

alteraciones.
2. Sintesis de DNA,

De todos los cultivos celulares tratados con timidina y N-hidroxiurea, se hicieron

laminillas ¥ se procesaron por autorradiografia (ver explicacion en la Fase ).
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Para analizar los nicleos marcados de los diferentes experimentos, las laminillas se
codificaron por una persona ajena al estudio; se analizaron 2000 nicleos por cada tipo de
tratamiento, por repeticidn y por tiempo de cosecha y se cuantificaron los nitcleos marcados
v no marcados con granos de plata; la presencia de granos de plata indicd que hubo
incorporacion de 6-> H timidina v por lo tanto hubo sintesis de DNA. Se grafico el nimero

de micleos marcados contra el tiempo de cosecha para cada tratamiento.

3. Electroforesis unicelular alcalina (77)

Esta técnica se desairolld para evaluar directamente en células individuales, la
frecuencia de ruptusas de DNA de hebra sencilla y/o sitios 1abiles a alcali. La prueba de EU
combina las técnicas bioquimicas para detectar el dafio al DNA v la reparaciin en células
proliferantes y no-proliferantes y determina la distribucion de dafio en una poblacion celular
con las siguientes ventajas:

a) se requiere de una muestra de ¢élulas muy pequefia (5 pl de sangre completa)

b} se obtienen datos de células individuales

c) tiene gran senstbilidad

d) se puede hacer en diversos tipos celulares y al parecer en cualquier célula eucarionte.

£} ¢s muy rapido v simple.

a) Preparacion de minigeles y electroforesis unicetular.

Las células de cada experimento (de 5000 a 10,000} se mezclaron con 75 pl de
agarosa de bajo punto de fusion al 0.75% en PBS a 37°C y se colocaron en un portacbjetas
totalmente esmenilado al que previémente se le habia puesto una capa de agarosa regular
{0.75%)}, se cubrié con un cubreobjetos v se mantuvieron a 4°C durante 3 min. Por ultimo
se quitd el cubreobjetos y se adiclond una tercera capa de 75 ul de agarosa de bajo punto de
fusién, Nuevamente los minigeles se mamuvieron a 4°C durante 3 min, Se removid el
cubreobjetos v el portaobietos con el gel se sumergio en solucion de lisis fria y recién
preparada ( solucién stock: NaCl 2.5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, Laurilsarcosinato
1%, pH 10; con 1% de triton X-100 y 10% de DMSG, en la solucion de trabajo fresca).
Se guardd a 4° C al menos por una hora.
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b) Desnaturalizacion y electroforesis.

Para permitir el desenrollamiento del DNA v la expresion de diferentes tipos de dafio
fabil a alcali, las laminillas se colocaron en una caja de electroforesis horizontal con buffer
alcafine (N2OH 300 mM, EDTA 1 mM, pH 13) durante 20 mimitos, posteriormente se
agrego buffer a la camara de electroforesis hasta que el nivel cubrio perfectamente los
minigeles y se realizd !a corrida durante 20 min a 25 volts y 300 miliamperes. Estos pasos
se realizaron en la oscuridad para evitar dafio adicional.

Finalmente, todas las Jaminillas se lavaron 3 veces con buffer neutralizante (Tris 0.4
M, pHl 7.5) , se tifieron con 50 ptl de bromuro de etidio (2ug/ml) y se cubrieron con un
cubreobjetos limpio,
<} Andlisis del dafio de DNA.

Para visualizar ¢l dafio del DNA, se realizaron observaciones det DNA tefiido con
bromuro de etidio en 25x usando un microscopio de fluorescencia equipado con un filtro
excitador de 515-560 nm y un filtro barrera de 590 nm. Cuando existen rupturas del DNA o
dafic sensible al alcali, al realizar 12 electroforesis los fragmentos resultantes del DNA
dafiado migran rapidamente alejandose del micleo por lo que las células dafiadas semejaran
cometas. El largo de la cola del cometa es proporcionat al dafio cromosémico,

Para cuantificar el dafio al DNA en los experimentos de la fase I, se establecio la
siguiente escala con diferentes niveles de dafio utilizando el didmetro del nacleo como
unidad de medida para la migracion del DNA {cola del cometa):

Nivel 1: ¢élulas sin cola y con menos de 1 didmetro de cola.
Nivel 2: células con cola de 2 a 4 diametros de longitud.
Nivel 3: células con cola de 5 a 7 diametros de longitud.
Nivel 4. células con cola de 7 6 mas diametros de longitud.
* Por cada tipo de experimente se analizaron 100 células con el fin de conocer el
porcentaje de células con los diferentes niveles de dafio.
Con los resultados obtenidos en cada tratamientq, se graficd el porceniaje de células

cantra el nivel de dafio.
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Para cuantificar ¢l dafio en los experimentos de la fase III, se midio la longitud de la
cola del cometa con un ocular micrométrico calibrado; se analizaron 100 células y se obtuvo

el promedio de migracion de DNA dafiado.

Analisis estadistico.

Para el andlisis estadistico de los resultados se utilizaron las siguientes pruebas

estadisticas; Xi cuadrada, t de Student v Steel Dwass (78),
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RESULTADOS

Fase L Efecto de 1as fracciones abtenidas por ultrafiliracién: fraccion con moléculas
de un peso menor de 58 kD y fraccidn con moléculas de un peso mayor de 50 kb.

En la tabla I se presentan log resuliados de los experimentos realizados en 3
pacientes AF.  Se puede observar que fa frecuencia de aberraciones cromosomicas
inducida por la MMC fue similar en los 3 pacientes (2.2, 2.2 y 2.6 abfcel), con la adicion
de plasma completo esta frecuencia disminuyd de manera sigpificativa a 1.28, 1.86y 1.66
respectivamente (p<0.01). Cuando se agregd la fraccién menor de 50 kD no se encontrod
complemet{tacién de las aberraciones en ninguno de los casos, mientras que con la fraccion
mayor de 50 kD la complementacion observada fue muy parecida a la encontrada con el
plasma normal.  Se hizo evidente que la fraccién menor de 50 kD en general no corrige
mientras que la mayor de 50 kD tiene una tendencia a corregir la frecuencia de aberraciones
cromosomicas desde el 17% hasta el 51%.

Los resultados de los cultivos del cuarto paciente (tabla 2) se presentan por
separado debido a que la actividad de Ia MMC utilizada fue diferente, sin embargo se
encontrd el mismo comportamiento. En esta tabla se puede observar que tanto el plasma
completo como la fraccion mayor de 50 kD disminuyeron la frecuencia de aberraciones
cromosomicas en un 48.2% y 34.6% respectivamente.

En los cultivos del sujeto contral (tabla 3) la respuesta a la MMC fue muy diferente
al de los AF ya que no presentan la hipersensibilidad ya mencionada,

Con el objeto de obtener informacion sobre la naturaleza del factor de correccion, se
investigd la sensibilidad del factor presente en el plasma normal a la temperatura y a la
tripsina.  Las frecucncias de aberraciones cromosomicas encontradas (tabla 4) indicaron
que el factor de correccion es resistente a -20 ° C, sensible 2 56°C y a la tripsina, por lo
que es probable que el factor o los factores de correccion sean de naturaleza protéica,

En lo que respecta a la sintesis de DNA, en la figura 2 se puede observar que tanto
la adicion de plasma normmal como la de suerc normal incrementaron 1z sintesis de DNA.
Cuando se adicion6 la fraccién menor no existié aumento en ia sintesis mientras que con la

fraccion mayor solo hubo incremento a las 12 horas,

30




TABLA 1

Deteccion de la actividad correctora del plasma normal y fracciones mayor de S0kD y

menor 30kD en cultivos de linfocitos de 3 pacientes con AF

Tratamiento: : Frecuencia de aberraciones cromosomicas
AF(ML) AF(RZ) AF(CL)

MMC 22108 22+09 2.6£03

MMC+plasma normal 1.38 (37.2)e+ §111.86 (16.2)e+ 1.66 £0.1 (36.1)*

MMC+Fraccion < 50 kD 23%+03 27£ 12 4.08t 0.08

MMC+Fraccién > 50 kD 1.68+ 0.4 (27.2)r  1.27 £0.2(42.8)* 2.02 +0.9(22.3)%

Los valores representan las aberraciones cromosomicas por célula, en experimentos realizados por
duplicado en 3 pacientes con AF. Los datos que aparecen entre paréntesis corresponden al porcentaje
de correccion de las aberraciones cromosomicas con respecto al cultive con MMC. La concentracion
de MMC ytilizada fue de 40ng/mi de cultivo.
» S6lo se reaiizd el analisis en un cultivo de cada experimento.

* Diferencia significativa comparada con ¢! cultivo control { sélo con MMC), p< 0.01, t de Student y
Xi cuadrada.

TABLA 2

Deteccién de la actividad correctora del plasma normal y fracciones mayor de S8kD y

menor de S0KD en 50 metafases analizadas en cultivos de linfocitos de un paciente

con AF(AM)
Tratamiento: Frecuencia de aberraciones cromosomicas %Correccion
MMC 11.44
MMC+plasma normal 592 482
MMC+Fraceion < 56kD 10.87 49
MMC+Fraceién > 50kD 7.48 346

Los datos representan la frecuencia de aberraciones por célula v el porcentaje de correccion de las
aberraciones con respecto al cultivo tratado solamente con MMC, en 50 metafases analizadas. No se
realizé analisis estadistico debido a que no fue posibie hacer repeticiones de estos experimentos.

La MMC utilizada para estos experimentos fue de diferenie lote, la actividad es distinta a la
cbservada en los experimentos anteriores.
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TABLA 3

Efecto del plasma normal y de las fracciones menor y mayo-r de 50 kD sobre las
aberraciones cromosdmicas inducidas por la MMC en cultivos de linfocitos de un

individuo control

Tratamiento: Frecuencia de aberraciones cromosémicas por célula
MMC 0.38
MMC+plasma normal 034
MMC+Fraccién < 50kD 0.38
MMC-+Fraccion >50kD 0.26

Las aberraciones inducidas por MMC en células normales oscilan entre 0.20-0.50 ab/cel.

La concentracion de MMC utilizada fue 40ng/md de cubtivo,

No se realizd analisis estadistico debido a que no fue posible hacer repeticiones de estos
experimentos.

TABLA 4

Naturaleza del factor de correccién del plasma normal sobre las aberraciones

cromosémicas inducidas por la MMC en linfocitos de un paciente AF (AM)

Tratamiento: Frecuencia de aberraciones %wCorreccién
MMC 534

MMC+Plasma normal 396 277
MMC+Plasma congelado (-20°C) 2.78 479
MMC+Plasma 56°C,30 min 522 22
MMC-+Plasma con tripsina 7.74 0

Los valores representan las aberraciones cromosomicas por célula, en experimentos realizados en
linfocitos de un paciente con AF(AM). La concentracién de MMC vy de plasma utilizadas en todos -
los cultivos fueron de 40ng/mi v al 10% respectivamente. No se realizd analisis estadistico debido a
que no fie posible hacer repeticiones de estos experimentos.
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Los resultados de aberraciones cromosomicas ( fig.3 ) y de sintesis de DNA (fig 2)
sugieren que la fraccion mayor de 50 kD es la que contiene la actividad corvectora del dafio
inducido por MMC en cultivos de linfocitos AF.

Al determinar {a concentracion de proteina por el método de Bradford, en las
fracciones obtenidas por wltrafiltracion, se encontré que en la fraccion menor de 50 kD
habia una concentracion de proteina baja que iba de 20 a 130 pg/ml, mientras que en la
mayor de 50 kDD existia 12 a 15 mg/ml; por lo anterior se decidi6 concentrar la fraccion
menor de 50 kD y diluir la fraccién mayor de 50 kDD y hacer electroforesis para conocer la
composicion de cada una.

Al correr estas muestras ¢n geles de poliacrilamida-SDS al 10%, como se puede
observar en la figura 4, 1o se encontraron bandas en las fracciones menor de 50 kD y en la
menor de 50 kD habia tanto bandas de mis de 50 kD como de menos de 50 kD.

Ahora bien, los resultados de aberraciones cromosémicas indicaron que el factor de
correccidon se encontrd en la fraccion mayor v los de sintesis del DNA no fueron
concluyentes ya que 1a fraccion mayor sélo aumento [a sintesis a las 12 horas. Dado que las
electroforesis de las fracciones revelaron que la fraccién mayor contenia tanto péptidos
grandes como pequefios podria pensarse que la actividad correctora estaria también en una
molécula de menos de 50 kiD. La presencia de péptidos pequefios en la fraccién mayor de
50 kD pudo deberse a dos posibilidades: ) las electroforesis se realizaron bajo condiciones
desnaturalizantes y fas muestras se trataron con calor por lo que algunas proteinas
poliméricas pudieron separarse y migrar como moléculas pequefias y b) durante la
ultrafiltracion las moléculas pequefias se hubieran asociado a otras moléculas mas grandes o
bien que hubieran quedado atrapadas entre ellas sin tener oportunidad de percolar a través

de a membrana.

Fase 1L Efecto de las fracciones obtenidas por cromatografia molecular en gel.

El perfil cromatografico de 2 separaciones de 5 mi de plasma fue similar y sélo se
observaban 2 picos, uno muy ancho y otro pequefio (fig. 5); utilizando el perfil de los
marcadores de peso molecular, se dectdié dividir la fraccién grande en 2 y finalmente probar

3 fracciones en los cultivos celulares de AF. la fraccton 1A con moléculas de mas
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EFECTO CORRECTOR DEL PLASMA Y DE LA FRACCION MAYOR DE 50 kD SOBRE
LAS ABERRACIONES CROMOSOMICAS INDUCIDAS CON MMC EN
LINFOCITOS DE CUATRO PACIENTES CON AF

#)Ptasma nomal b)F <50 KD cF >80 kD

-60 4

WAF-AM OAF-CL BAF-RZ EJAF-ML

Fig. 3 Efocto de las fracciones de plasma normal obtenidas por ultrafiltracién
sobre las aberraciones cromosdémicas en linfocitos AF tratados con MMC,

Los finfocitos AF se trataron 24 hs con 40 ng de MMC, se [avaron y se reincubaron
por 24 hs mds en presencia de plasma nomal (a), fraccién menor de 50 kD (b) 6
fraccién mayor de 50 kD). Los tres tratamientos se realizaron con células de cuatro
pacientes con AF y para cbtener ja frecuencia de aberraciones cromosémicas se
analizaron 50 metafases por fratamiento, repeticion y por paciente. Para calcular los
porcentajes de aumento y disminucion de las aberraciones proporcionados porla
ia adicién del plasma o de las fracciones, se considerd como 100% a las presentes
en los controles negativos { sélo con MMC ) de cada paciente. Las barras con la
misma simbologia indican repeticién de cultivos en las células de un mismo paciente.
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Fig. 4. Electroforesis en geles de poliacrilamida al 12 % con SDS de las
fracciones obtenidas por ultrafiltracion . Carril 1: marcadores de peso
molecular que incluyen Fosforilasa B (106kD), Ovoalbumina (49.5 kD),
Anhidrasa carbénica (32.5 kD), inhibidor de tripsina (27.5 kD} y lisozima
( 18.5 kD); los carriles 2-4 corresponden a fa fraccién del plasma normal
con moléculas menores de 50 kD y los carriles 5-7 a la fraccion con
moléculas menores de 50kD.
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CROMATOGRAMA DE PLASMA HUMANO NORMAL
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Fig. 5 Perfil cromatogréfico de fa separacién de plasma humano normal por medio de
cromatografia molecular en gel. Como se puede observar, s6lo se encontraron dos picos,
atilizando el crematograma de 1os marcadores de peso molecular, 1as fracciones eluidas se
dividieron en tres: la F1-A con moléculas de un peso mayor a 60 kD, la F-1B con moléculas
de paso menor 2 60 kD y Ja F-2 con molécuias de alrededor de 12 kD.
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de 60 kB, la fraccion 1B con moléculas menores de 60 kD y la fraccion 2 con moléculas de
peso pequefio de alrededor de 12 kD. Las 3 fracciones se probaron en cultivos de linfocitos

AF, se analizaron por electroforesis unicelular y se encontrd lo siguiente :

@) Sin aingdn tratamiento, el 100% de las células normales se encontraban en el nivel 1 de
dafio. Entas células AF, el 96% se encontraron en nivel 1 y el 4% restante en fos niveles 2
y 3.
b) Cuando se trataron con MMC y se suplementaron con medio McCoy's durante fas
Gltimas 24 hs, se encomtrd gran cantidad de dafio al DNA, pocas células v la mayoria
presentaban dafio del nivel 4 {fig.6).
¢) Cuando se le adiciond al medio plasma normal, desaparecieron las células de nivel 4, la
mayor parte se encontraron sin dafio (nivel 1) y habia una menor proporcion de nivef 2. La
complementacion no fue total, pero la diferencia con las células tratadas sdlo con MMC fue
significativa ( fig:6).
d) Con las fracciones 1A y 2 hubo modificacion en el nimero de células dafiadas, pero
practicamente fue el mismo para ambas fracciones, no hubo una complementacion
importante, ya que existidé una disminucion del dafio del nivel 4 pero a expensas de un
aumento del nivel 2 v 3 y el porcentaje de células sin dafio (nivel 1) fiue muy bajo
comparado con el observado cuando se suplementaron con plasma completo (fig.6).
e) Con la adicién de fa fraccién 1B se observd que la situacion era muy parecida a ia
complementacién encontrada por fa adicion del plasma, sin embargo, se seguian
presentando las células de nivel 4 (fig 6).

Estos haltazgos indicaron que la actividad correctora del daiio inducido por la MMC
en linfocitog se encontraba en fa fraccion 1B que contenia predominantemente moléculas

con un peso menor de 60 kD.

Fase 1L Efecto de [a Interleucina 6.
Debido a que nuestros datos sugerian que el factor de correccion podria ser una
molécula de menos de 60 kD y a que en ese tiempo aparecié en la literatura la informacion

de que la IL-6 era capaz de incrementar la resistencia de fas células AF a la citotoxicidad
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Fig. 8 Distribucion del porcentaje de linfocitos AF con respecto al nivel de daiio al ADN.

Las geaficas muestran el efecto del plastha normal y de fas fracciones de plasma tA, 1By 2, obtenidas
en la cromatografia molecular en gel y probadas en cultivos de linfocitos AF tratades con MMC. Los nive
les de dafio al DNA se determinaron utiizando el didmetro del nlicleo como uriidad de medida para
conocer la migracion del DNA dafiado (cola del cometa). Tanto el plasma como fa fraccién tB comigieron
¢} dafio inducide por la MMC, ya que en ambos casos, se observaron mas célutas con nivel de dafio 1y

menos con nivel 4,
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inducida por la MMC y tiene un peso molecular de 29 kD, decidimos continuar los

experimentos encaminados a probar si la IL-6 era la molécula que estabamos buscando.

1._Linfocitos de sangre perifériea,

Aberraciones cromosomicas,

En la tabla 5 se presentan los datos obtenidos en los linfocitos de 2 pacientes con
AF. Sz puede observar que los dos pacientes tienen la respuesta a Ja MMC caracteristica
en AF, es decir, la frecuencia de aberraciones cromosomicas se eleva de manera significativa
<on respecto a la encontrada en fas células sin tratamiento.

Cuando os cultivos de linfocitos AF tratados con MMC se suplementaron con IL-6,
la frecuencia de aberraciones disminuyd con respecto a los tratados sdlo con MMC en un 31
y un 22%, sin diferencia significativa. Pero cuando se neutralizé la 1.-6 | en los dos
pacientes la frecuencia de aberraciones fue similar a la observada en los cultivos tratados
solo con MMC.

Electroforesis unicelular.

En Ia figuea 7 se presenta la distribucién de las células AF con respecto al daiio del
DNA y ¢l promedio de migracion del DNA en cada tratamiento; se puede observar que fas
células AF sin tratamiento presentaron una migracion de 45.4 pm en promedio, cuando se
adicion$ la MMC hubo un incremento del nimero de células con mayor dafio y el promedio
de migracion del DNA aumento a 100.52 um. Este dafio disminuy6 cuando se agregéd el
plasma normal, el promedio de la migracitn descendio a 65.7 um, Pero cuando se adiciond
faIL-6, se encontré que ef promedio de migracién fue de 25.8 pm y la distribucion de las
célufas con respecto al dafio estaba desplazada hacia la fzquierda, lo cual indico que la
may;m’a de las células presentaron poco o ningin dafio al DNA y de hecho menos dafic que
en las células sin tratamiento; este efecto se revertio cuando las células AF se trataron con
IL-6 y el anticuerpo anti-IL-6, ¢f promedio de migracion del DNA fue de 95.48 pm, similar
al tratado sblo con MMC .  Por otra parte, cuando se aplicé el anticuerpo anti-IL-6 para
neutralizar a la IL-6 det plasma, tanto las células con dafio como el promedio de migracién

aumentaron de manefa muy sitnilar a las células dafiadas
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TABL A 5

Efecto de I1.-6 en cultivos de linfocitos AF tratados con MMC

Frecuencia promedio de aberraciones cromosdmicas

TRATAMIENTO : Paciente AF(GR) Paciente AF(RZ)
Sin tratamiento 011 £0.04 0.18+0.02
MMC 5.32 £096 4,63 £ 0.60
MMC+ IL-6 3.64 1033 357+0.84
MMC+ IL-6 + Ab-anti-IL-6 454+ 14 4174227

" La concentracion de MMC utilizada fie de 40ngfnl de cultivo v los datos de frecuencia de
aberraciones cromosomicas son el promedio de dos repeticiones. No se encontraron diforencias
significativas.

TABLA 6

Registencia de linfoblastes AF y normal a la MMC

Frecuencia promedio de aberraciones cromosdmicas
TRATAMIENTO:  Normal AF-A AF-B AF-C AF-D

Medio +i0ng MMC  0.0510.01 0.75 £0.04 3.7310.57 0.29+0 0.7616.04
1L-6+ 10ng MMC 0.02510.07 0.5240.12* 3614036 0.2610.05 0.5410.11*
Plasma+10ng MMC  0.03510.07 0.23:001* 344133 0311013 0.7910.03

En estos experimentgs, las célutas AF proliferaron en presencia de IL-6 o plasma durante 24 hs
para conocer si les conferian resistencia a la genotoxicidad inducida por la MMC; los datos
representan el promedio de dos repeticiones.

* Diferencia significativa, p<0.05 con respecto al control ( medio+ MMC), Xi cuadrada.
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con MMC y sin postratamiento; esta respuesta fue similar a la obtenida cuando se agrego el
anticuerpo a fos cultivos con fL-6 pero sin plasma .

Al analizar {a distribucion de las células con respecto al nivel de daiio al DNA, se
encontro diferencia estadisticamente significativa entre la poblacién celular sin tratamiento
v las expuestas a MMC (p<0.05, Steel-Dwass), va que hubo incremento de células con
mayor cantidad de dafio y disminucidn de fas menos dafiadas (fig. 7 a y b). Cuando las
células dafiadas con MMC se suplementaron con 11.-6 se observo una cambio significativo
en fa distribucion , todas las c¢élulas analizadas tenian un nivel de dafio menor o igual a 4,
mientras que en el tratamiento con MMC habia células con niveles de dafio hasta de 16
{p<0.01, Steel Dwass) {fig. 7by d).

2. _Lineas linfoblastoides AF enecientes a los cuatro os de complementacidon; AF-
ABCvD.

Una vez que se tenia ia respuesta a fa 1L-6 en linfocitos de pacientes no clasificados,
se procedid a probar si este comportamiento era general a todos los grupos de
complementacion AF. Esto se pudo realizar gracias a la donacion del Dr. Manuel
Buchwald, del Hospital for Sick Children, de lineas linfoblastoides AF clasificadas.

Los experimentos se realizaron sembrando las células de los diferentes grupos de
complementacion primero en presencia de solo medio, 1E-6 o del plasma para probar si les
conferian sesistencia al iratamiento posterior de 10 ng/ml de MMC. Los resultados
indicaron que en los linfoblastos AF-A, la frecuencia de aberraciones cromosomicas
observada en el control suplementado sélo con medio fue de 0.75 ab/cel, mientras que
cuando las células se trataron con IL-6 o plasma disminuy6 de manera significativa a 0.52
ab/eel (p<0.05) v 0.23 ab/cel (p<0.001) respectivamente. La linea normal tuve un
comportamiento simifar al observado en las células AF, sin embargo, las diferencias no
fueron significativas (tabla 6 v fig 8a ).

Enias células AF-B y AF-C los resultados indican que ni el plasma ni la IL-6 tienen
un efecto corrector sobre el daiio inducido por MMC, ya que la frecuencia de aberraciones

cromosomicas en ambos casos es similar a fa del control (tabla 6).
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a) Frecuencia de aberraciones cromosémicas en lineas
linfoblastoides AF y normal
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* Diferencia significativa, p<0.05, Xi cuadrada.

" Fig.8 Efecto de la MMC sobre la frecuencia de aberraciones cromosémicas y
porcentaje de células con dailo, en lineas linfoblastoides AF y normal tratadas
¢oniL-6 y plasma normal. Los linfoblastos pertenecientes a los grupos de
complementacidn A, B, C, D y normal se cultivaron durante 24 hs en presencia
de sélo medio, IL-6 o plasmia normal, después se trataron con MMC (10ng/mi )
y se cosecharon a las 48 hs. Para determinar ia frecuencia de aberraciones y ¢l
porcentaje de células con dafio, se analizaron 100 metafases por tratamiento
y por linea.




Cuando se analizé el porcentaje de células con dafio en las cuatro lineas AF y en la
normal se encontrd la misma respuesta que con el analisis de aberraciones cromasémicas

(fig. 8b).

Fase 1V. Efecto del plasma normal en los grupos de complementacion AF.

En la tabla 7 se presenta el efecto del plasma humano normal en los 4 gru‘pos de
complementacion AF y una linea normal tratadas con 40 ng de MMC/ml. Se puede apreciar
que en ia linea normal no existe complementacion con fa adicion del plasma, ya que las
frecuencias son muy similares en las 3 repeticiones cuando se tratan sélo con MMC y con
plasma normal.

En las lineas AF solamente en la linea del grupo de complementacion A hubo un
efecto de correccion. La frecuencia de aberraciones cromosomicas inducidas por la MMC
en dos repeticiones fue de 20.7 y 9.48, cuando se suplementaron con plasma normal Jas
frecuencias disminuyeron significativamente (p<0.01) a 576 y 5.08 respectivamente; la
adicion del plasma normal corrigid las aberraciones cromosomicas en un 72.2% y 46.4%
con respecto al control tratade solo con MMC.

En las demds lineas celulares AF no se encontrd correccion de las aberraciones
cuando los cultivos se suplementaron con 20% de plasma normal, en algunos casos, la

frecuencia de aberraciones excedio Ja observada en el control tratado solo con MMC.
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TABLA 7

Efecto del plasma nermal en lineas linfoblastoides AF y normal tratadas con MMC

Frecuencia de aberraciones cromosémicas
LINEAS CELULARES: MMC MMC+plasma %Correccion
Normal 0.44 0.4 9
0.2 0.28 0
0.32 0.32 0
AF-A 207 576 * 722
9.48 5.08 * 46.4
AF-B 8.76 11.04 0
3.6 472 0
3.88 4.0 0
AF-C 1.16 1.16 0
224 2.0 0
(.88 1.28 0
AE-D 24 3.52 0
212 2.16 0
1.48 1.96 0
1.2 1.92 0

La concentracion de MMC en las lineas normal, AF-A, AF-D, fue de 40 ng/ml de cultivo y en AF-B
y AF-C de 10 ng/mi de cultivo. La concentracion de plasma humano normal fue del 20 % . El
nureero de repeticiones para cada linea varid de 2 a 4 repeticiones.

* Diferencia significativa, p< 0,001 comparada con el cultivo con MMC, Xi cuadrada.
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DISCUSION
Fase I Efecto de las fracciones obtepidas por ultrafiltracion: fraccién con moléculas

de un peso menor de 50 kD y fraccion con moléculas de un peso mayor de 50 kD.

Se corroboré que el plasma humano normal corrige de manera parcial 1a elevada
frecuencia de aberraciones cromosomicas inducida por la MMC en linfocitos de diferentes
pacientes con AF ( 72, 73 ). En todos los pacientes que se incluyeron en este estudio se
encontr¢ la complementacion parcial, pero Ia respuesta no fue homogénea entre eilos, ya
que en algunas ocasiones el porcentaje de correccion es muy alto, mientras que en otros, se
corrige de manera muy discreta ; este comportamiento se observa tanto entre los diferentes
pacientes, como entre las repeticiones de cada uno.

Aunque acivalmente se conocen 5 diferentes grupos de complementacion con un
fenotipo celular diferente, la variabilidad que encontramos no se puede atribuir a
heterogeneidad genética, ya que a lo largo de este estudio ¢ comportamiento de los
pacientes sugiefe que pertenecen a un mismo grupo de complementacién, como se discute
posteriormente { ver pag. 41,43 ). En esta variabilidad de la respuesta podrian intervenir
factores taies como el plasma normal y la respuesta de cada individuo y aunque el plasma
que se utilizé siempre se obtuvo de la misma persona, bajo condiciones muy similares de
dieta y siempre en estado libre de enfermedad y medicacion, no se puede asegurar que su
composicion fuera siempre fa misma porque existen faciores, por ejempllo, las hormonas o el
contenido de agentes antioxidantes en la dieta, que modifican de manera importante la
concentracion o presencia de algunos compuestos que pueden tener un papel relevante en
la correccion del dafio y que por lo tanto contribuyen a la variabilidad de la respuesta en los
diferentes pacientes.

Por lo anterior, es probable que la variabilidad en la respuesta intra e interpaciente se
podria reducir 2l aumentar ¢l ndmero de células analizadas y de repeticiones para cada
expenmento; sin embargo, para la mayoria de los estudios de este trabajo se utilizaron
linfocitos de diferentes pacientes con AF, por lo que dada su condicién de anémices no fue

posible hacerlo,
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A pesar de la variabilidad, es muy impartante hacer notar que todas las células AF
que se incluyeron en este estudio provinieron de pacientes en los que siempre se encontrd
una correccién de las aberraciones cromosomicas cuando las células se suplementaron con
plasma normal.

Los resultados de} fraccionamiento del plasma normal por medio de ultrafiltracion
revelaron que la actividad correctora de las aberraciones se encontraba en fa fraccion con
moléculas de un peso molecular mayor a 50 kD; el porcentaje de complementacion varid
del 17 al 51%, muy similar at observado con el plasma completo. Una respuesta parecida se
obtuvo al cuantificar Ia sintesis de‘DNA de los linfocitos AF, el plasma completo, el suero y
la fraccidn mayor de 50 kD) incrementaron la sintesis de DNA despuss del dafio inducido
por MMC mientras que la fraccidn menor no la modificd.

Todos estos resultados indicaron que Iz actividad correctora se presentaba en la
fraccion mayor de 50 kDD, pero la electroforesis mostré que en Ja ffacci(m menor de 50 kD
no habia proteinas mientras que en la mayor de 50 kD existia una gran cantidad de proteinas
tanto de alto como de bajo peso molecular. Esto pudo deberse a que las moléculas grandes
y muy abundantes no hayan permitido que todas las proteinas pequefias fluyeran a través de
los poros de la membrana Amicon, o bien porque lo que se encontrd en la electroforesis
como péptidos de bajo peso molecular sea el producto de la desnatusalizacion de algunas
proteinas poliméricas cuando Yas muestras se trataron con SDS y calor antes de colocarlas
en los geles.

En fo que respecta a la naturaleza del factor de correccion, se encontrd gue es muy
probable que se trate de una proteina ya que su actividad se aboli6 totalmente cuando el

plasma se trato con tripsina y cuando se desnaturalizd con calor {a 56°C, 30 min.).

Fase K. Efecto de las fracciones obtenidas por cromatografia molecular en gel.

Los resultados del fraccionamiento por cromatografia molecular en gel indicaron
que ia actividad cormrectora se encontraba en la fraccién que contiene moléculas de menos
de 60 kD; al medir la migracion del DNA dafiado por medio de la téenica de electroforesis
unicelular se observo una disminucion importante de [as células que tenian un nivel de dafio

mayor cuando los linfocitos se suplementaron con la fraccion 1B,
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Frias y cols {1992), al analizar electroforéticamente los medios condicionados por
células AF y normales, encontraron una diferencia en Ia presencia de péptidos: los medios
condicionados de los cultivos AF comparados con los normales carecian de un péptido de
35kD y otro de 15 kD. Al probar su efecto corrector, se observo que la correccién de las
aberraciones cromosomicas tenia tendencia a aumentar cuando el tiempo de
condicionamiento por las células normales era mayor ( 79).

Los ballazgos obtenidos en este trabajo, al fraccionar el plasma, estin de acuerdo
con los encontrados por Frias y cols (1992), ya que el tamafio de los péptidos ausentes en
los medios condicionados por las células AF corresponde al intervalo de Ia fraccidn del
'piasma que contiene la actividad correctora. Todos estos hallazgos apoyan la existencia de
un factor difusible de bajo peso molecular producido por células normales que es capaz de
disminuir significativamente tamo la elevada frecuencia de aberraciomes cromosdmicas

como ¢l dafio directo al DNA de fos linfocitos de los pacientes con AF.

Fase Iil. Efecto de la interleucina 6.

De manera paralela 2 Ja realizacion de este trabajo, Rosselli y cols (1992)
determinaron una nueva caracteristica en la AF que al parecer contribuia a explicar el
defecto en la diferenciacion del sistema hematopoyético: encontraron  que la
produccién de (fl.-6) estaba disminuida en Ia células AF y que la adicién de IL-6
incrementaba 1a resistencia de los linfoblastes AF a la citotoxicidad de la MMC, medida
como aumento en 1a sobrevida celular (37) .

Tomando en cuenta fos haltazgos de Rosselli y cois (1992) y considerando  que &l
peso molecular de la I-6, 29kD, coincidia con el intervaio de pesos moléecuiares
encontrado en el presente trabajo (de menos de 60 kD) en la fraccion del plasma con
actividad correctora del dafio al DNA inducido por la MMC | se consideré que la IL-6
podria ser el factor corrector. Estos autores, solo experimentaron con células del grupo de
complementacion AF-A y el sistera de deteccion de fa correccion y el disefio experimental
fue diferente al utilizado en este trabajo, ya que ellos adicionaron la IL-6 antes de la MMC
mientras que aqui primero se daiio a las células y luego se les suplemento con el plasma. Por

consiguiente, se decidio probar el efecto de la IL-6 on linfocitos AF y lineas linfoblastoides
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de los 4 grupes de complementacion utilizando nuestro sistema expenimental con
abetraciones cromosémicas. Adicionalmente, se probo la respuesta a IL-6 en linfocitos AF,
con EU como método de deteccion de dafio al DNA,

Los resultados del andlisis de aberraciones cromosamicas en linfocitos AF indicaron
que fa -6 fue capaz de disminuir parcialmente ia frecuencia de aberraciones cromosomicas
inducida por la MMC, pero ¢nando su actividad fue blogueada con el anticuerpo anti-IL-6,
el nivel de daiio no regresd al mismo porcentaje que el del cultivo tratado solo con MMC;
esto puede deberse a la misma variabilidad de resultados con la que nos hemos encontrado a
lo largo de este trabajo, pero, también se puede pensar que la IL-6 no es el nico factor
involucrado en la actividad correctora., de manera que si a pesar de la peutralizacion de IL-
6 por anticuerpos, existio un porcentaje de correccion de las abesraciones cromosémicas,
probablemente es realizado por la participacién de alguna otra molécula diferente a la JL-6.

Con EU se observé que en los linfocitos AF | tanto ef plasma normal como la IL.-6,
de manera independiente, cortegian el dafiv inducido por la MMC mientras que cuando se
adicionaba aj plasma o a Ja IL-6 anticuerpo anti-1L-6 no existia efecto de correccion v la
respuesta era muy similar a la observada en el cultivo dafiado solo con MME. Al parecer el
plasma y la IL-6 son capaces de disminuir eficientemente ¢! dafio inducido por la MMC, de
hecho ya que el anticuerpo anti IL-6 suprime este efecto del plasma, parece que tal
respuesta es producida principalmente por la IL-6;, es importante sefialar que el grado de
correccion realizado por la IL-6 es total ya que el promedio de migracion del dafio del
DNA es menor que ¢l observado en las células sin ningan teatamiento y la mayoria de las
células presentaron un dafio minimo.

Por otra parte, en este trabajo se demostrd que la [L-6 confiere resistencia a los
linfoblastos AF-A y D:  cuando se cuitivaron en presencia de IL-6 y luego se dafiaron con
MMC, la frecuencia de aberraciones cromosémicas fue significativamente menor que la
observada en las células que no tenian IL-6. Estos hallazgos estan de acuerdo con lo
reportado por Rosselli y cols (37) para el grupo de complementacion AF-A pero la
resistencia que eilos estudiaron fue en funcidn de la sobrevida celular, mientras que en este
trabajo se evalvaron aberraciones cromosomicas. Nuestros datos indican ademas, que la

deficiencia de TL-6 en AF, no es una caracteristica generalizada en  los 4 grupos de
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complementacion, solo se encontré en dos de ellos. Adicionalmente, el plasma sélo
proporciono resistencia a las células del grupo de complememacion AF-A, lo cual significa
que el defecto celular en los disiintos grupos de complementacion varia, ya que si la IL-6
corrige parcialmente el dafio y en el plasma hay interleucina deberia existir correccion en las
células AF-D con la adicion del plasma; sin embargo nto es asi, el nivel de dafio con plasma
es ¢l mismo que el control, por lo tanto, en AF-D deben existir otras alteraciones celulares
que impiden ja complementacion.

Es claro que la TL-6 tiene un papel importante en la correccion del daiio en ias
células AF-A y D, sin embargo, el mecanismo de accidn se desconoce ya que su deficiencia
en AF puede explicar la anemia pero su relacion con la fragilidad cromosomica debe estar
vinculada a otros factores intracelulares que 2 su vez causan dafio directo al DNA. La IL-6
s una citocina de bajo peso molecuiar { 29 kD ) producida por diversos tipos celulares tales
como linfocitos T y B, monocitos, fibroblastos, células endoteliales y varias células
tumorales; su produccion esta regulada positiva o negativamente por una gran variedad de
seftales: accidn mitogénica, por lipopolisacaridos y diversas citocinas tales como IL-1,
factor de nectrosis tumoral , factor de crecimiento derivado de plaguetas, interferon beta,
ésteres de forbol y algunos virus. Es una proteina muitifuncional, se sabe que tiene una
funcién dual en cuanto al crecimiento celular: de acuerde a fas condiciones fisiologicas,
puede participar ent la estimufacion o infibicion del crecimiento celular, en la induccion de ia
diferenciacién (heratopoyesis), en la regulacion de la expresién génica especifica, por
interaccion con un receptor que puede mandar mensajes intracelulares a través de cambios
alostericos que inducen la produccion de otros factores que envian sefiales al nucleo
(80,81 ).

Considerando estos resultados y los de otros autores, se propone que es muy
probable que la actividad correctora de las aberraciones cromosomicas en AF esta dada por
varios componentes, ya que se han encontrado alteraciones celulares aisladas como
responsables de fa inestabilidad cromosdmica, por ejemplo, baja produccién de IL-6,
gobreproduccion del factor TNF-¢, alteraciones en la induccién de pS3, falla en la
remocion de radicales libres del oxigeno, alteracion en la reserva de nucledtidos, ( 37, 38,
61, 62, 64, 68, 82, 83 )
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La deficiencia de IL-6 en AF esta relacionada con una sobreproduccién del factor de
necrosis tumoral (TNF-o) (83). Este factor es una citocina citotoxica y citostatica que en
células normales y cancerosas potencia lfa produccion intracelular de radicales oxigeno que
pueden producir dafio al DNA v muerte celular. Se sabe que in vitro, en linfocitos normales,
induce intercambios de cromatidas hermanas y en el ciclo celular actia arrestando a fas
¢élulas preferencialmente durante la fase G2. In vivo, se ha visto que la expresion alterada
de TNF-ou conduce 2 condiciones patologicas tales como anemia y bajos niveles de
hemnoglobina, que pueden relacionarse con respuestas /r vitra a TNF-o. como alteraciones
en la prodeccidn de p53 v del fendmeno de apoptosis ( 84, 85, 86 ).

Ahora bien, recientemente se ha visto que en AF la sobreproduccién del TNF-a
conduce a una hipersensibilidad celular a la MMC que no puede ser totalmente coregida
por la adicion de IL-6, pero cuando Se agrega anticuerpo anti-TNF-o existe una correccién
total de la hipersensibilidad a s MMC y de aberraciones cromosdmicas (85), Asi, la
deficiencia de IL-6 se asocia a la sobreproduccion de TNF-o y por lo tanto de manera
indirecta 2 una elevacion de log redicales libres que produce daiio al DNA vy alteracidn en la

regulacion de la divisidn celular v la apoptosis.

Fase IV. Efecto del plasma normal en los grupos de complementacion AF.

Al probar el efecto del plasma humano normal en los diferentes grupos de
complementacion se encontro que la frecuencia de aberraciones cromosémicas inducidas
por la MMC solo disminuyd de manera significativa en los linfoblastos AF-A. Al parecer,
¢l plasma normal tiene compenentes que proporcionan tanto resistencia a la citotoxicidad
como capacidad de correccion de las aberraciones cromosomicas al grupo de
complementacién A. Rosseili v cols (37), observaron un comportamiento similar al
estuﬁiar la presencia de medios condictonados por células rormales en AF-A y AF-B, solo
el grapo A fue respondié a los medios condicionados, sin embarge ellos no estudiaron el
resto de los grupos AF, por lo que en este trabajo se puede agregar que AF-C y AF-D
tampoco responden a plasma normal, aunque como ya se menciond, en AF-D se encontrd
respuesia a IL-6, lo cual requiere de mayor investigacion para determinar porqué no

respondié af plasma normal .
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En AF-A el plasma promueve fa division celular ya que aumentd el porcentaje de
células sintetizadoras de DNA y también aumentd el poreentaje de células sin dafio en
mayor grado que la adicion de Ia IL-6; en AF-D, solo con IL-6 se redujo el porcentaje de
celulas aberrantes y {a frecuencia de aberraciones. Tanto en ia linea normat como en AF-B
¥ C no hubo modificacion ni con el plasma ni con la IL-6, esto seguramente se debe a que el
defecta es distinto en cada grupo.

Dadao que el plasma normai solo corrigié las aberraciones cromosomicas en AF-A es
posible que los pacientes estudiados pertenczcan a este grupo de complementacion, ya que

todos tiepen una respuesta positiva a fa adicion del plasma normal.

Funcionalidad del factor de correccion,

E) factor difusible que se ha estudiado aqui, es capaz de corregir parcialmente las
aberraciones cromosomicas inducidas por la MMC, esta actividad podsia realizarse a través
de dos procesos celulares: a) Por estimulacion de la division celular, va que cuando upa
célula esta severamente dafiada a nivel cromosomico, la divisién celular puede filtrar las
células menos dafiadas, porque las que estin severamente dafiadas se mueren al tratar de
reproducirse por una falia en la reparticion equitativa del material genstico. b) La correccién
podria deberse a una disminucion directa del dafio al DNA, si se mejora {a reparacion o
bien se previene a fas células de ser altamente dafiadas a nivel de su DNA, las aberraciones
cromosdmicas podrian disminwir,

Para intentar explicar el mecanismo de accién del factor de correccidn, los estudios
de sintesis de DNA y de electroforesis uniceiular pueden dar informacién al respecto, ya que
la sintesis de DNA es una indicacion de division celular casi obligada, sélo se podria
mencionar como excepcion a las células que entran a GO a través del punto de restriccion de
G2 v no del de G1 y éstas son la minoria. Por otra parte, los estudios de EU demuestran
que el factor presente en el plasma normal directamente disminuyé el dafio al DNA, aunque
este disefic no indica si lo hace a través de reparacion del DNA o por modificar las
condiciones dafiinas para el material genético (por ejemple concentracion de radicales

libres}, y esto serd motivo de posteriores experimentos.
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Los estudios de sintesis de DNA mostraron que el plasma incrementd de manera
significativa el porcentaje de células AF que realizan sintesis después del tratamiento con
MMC. Estos resultados se apoyan también en fos datos obtenidos por Frias y cols {68), en
los que se observa que el plasma normal ayuda a ia recuperacion de la poblacion de célutas
AF sintetizadoras de DNA, después del tratamiento con agentes genotdxicos. Asi, es
evidente que el factor presente en el plasma puede actuar a través de division celular, ya que
incrementa la sintesis de DNA v es capaz de disminuir la frecuencia de aberraciones
cromosdmicas, muy probablemente por un proceso de seleccion en el que se mueren las
células con mayor dafio durante las divisiones celulares vy proliferan las menos dafiadas. Es
probable que como otros factores de crecimiento, este factor de correccion también actie
reguiando la proliferacion de las células a través de una cascada de eventos que puede
involucrar varios factoses de crechmiento asi como proteinas de sefializacion y regulacion de
la division y muerte celulas. En general, se sabe que en el plasma normal se encuentran
diversos tipos de citocinas como por ejemplo interleucinas (de la 1 a la 12), interferones y
otros factores de crecimiento. Estos resultados son compatibles con una de las mas
importantes caractetisticas de la AF: la falla en la médula dsea de la produccién de células
heméticas, las cuales se dividen por la interaccién arménica de estos factores de
crecimiento; 1os resuitados indican que existe una falla en las células AF que impide que se
realice una sintesis normal de DNA y ésta puede ser parcialmente corregida por la adicion
de plasma normat o bier de una fraccion de €l y todos estos datos son compatibles con una
falla en {L-6.

Par otra parte, los estudios de electroforesis unicelular, en las células AF tratadas
con MMC y posteriormente con plasima o fracciones de él, mostraron que el factor reduce
el dafio directo al DNA, al revisar la literatura, pensamos que esta disminucion det dafio se
puede explicar por 2 mecanismos:

1) El plasma contiene factares de crecimiento, como la [L-6, que pueden formar parte de
sefiales transduccionales que permitan reconocer o reparar ¢! DNA dafiado (82).
Orniginalmente, ia AF se considerd una enfermedad con alteracion de la reparacion del DNA,
especificamente de uniones cruzadas de [a doble hélice (9,28), sin embargo es poco

probable que el factor de correccion esté directamente relacionado con una proteina de este




t1po, ya que las moléculas de reparacion de! DNA se encuentran principalmente en el
micleo.

2} La segunda opcidn para disminuir el dafio directo al material genético, es que el factor
modifique las condiciones bajo las cuales se dafia el DNA, por ejemplo, si existe un nivel
bajo de IL-5, se encuentra una elevacion de TNF-o y este factor potencia la produccion de
radieales libres que dafian directamente al DINA (83 ). Por lo tanto, la funcién del factor de
comreccion podria ser recuperar aunque sea parcialmente los niveles de IL-6 vy de esta
manera ne permitir fa elevacion de radicales libres a través de TNF-a. |

Otra forma ep la que el plasma podria modificar las condiciones para evitar dafio al
DNA es por moléculas antioxidantes, se sabe que entre los mas importantes productores de
abefraciones cromosdmicas estan los radicales libres producidos por el metabolismo del
oxigeno, por lo que existe una defensa natural de moléculas antioxidantes y muchas de ellas
se han detectado en e plasma normal: superoxido dismutasa, catalasa, glutatién peroxidasa,
vitamina E, selenio, dcido ascdrbico y citrico, etc. Especiﬁcamen/te en AF se han hecho
varios estudios para detectar diferencias por lo menos de enzimas antioxidantes entre AF y
normales. Los resultados han side controversiales, ya que solo algunos autores han
encontrado niveles bajos de superoxido dismutasa (52-38), sin embargo no se puede
descartar esta posibilidad y para conocer el papel det factor de correcion, es necesario
disefiar otros experimentos, ya que en esta fase, no estuvieron encaminados a contestar esta
pregunta.

Por lo anterior, creemos que es muy probable que la actividad correctora de las
aberraciones cromosomicas en AF esté constituida por varios componentes v puede actuar
tanto a nivel de divisién celular como a nivei de disminucion de dafio al DNA.

Finalmente, como informacién obtenida colateralmente, por Jos experimentos
realizados en linfocitos de pacientes y por los resultados en las lineas celulares clasificadas,
se¢ puede sugerir que los pacientes pertenecen al gmpo de complementacion AF-A; esto no
es raro porque aproximadamente el 60% de todos los pacientes AF pertenecen a este grupo
de complementacion, actuaimente, se estd trabajando en la identificacion del grupo de
complementacion al que pertenecen los pacientes AF mediante fusién celular, esto permitira

conocer si realmente fos pacientes incluidos en este trabajo corresponden al grupo A,
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CONCLUSIONES

De los estudios realizados en este trabajo se colcluye lo siguiente:

|3

Las actividades correctora de las aberraciones cromosomicas inducidas por la MMC en
celulas AF se encuentra en una fraccion de plasma que estd constituida por moléculas
predominentemente de un peso molecular menor a 60 kD.

. Las moléculas del plasma normal, involucradas en la correccién, son de naturaleza

protéica.

. La actividad correctora se observo en diferentes pacientes, sin embarge siempre se

realizd de manera parciat.

. Con los estudios reafizados con las lineas celulares clasificadas, se demostré que la

actividad correctora del plasma es especifica para el grupo de complementacion A. Por
esta razén, ¢s muy probable que la mayoria de las células de los pacientes utilizadas en
¢ste irabajo pertenezcan al grupo A, ya que en todos se observo complementacion.

. En la actividad correctora del plasma estd formada por varios factores. La IL-6 es uno de

estos, sin embarge solo complementa parcialmente el dafio en las células que pertenecen
al grupo A y D. Ademas se observd que no es el tinico, ya que en el grupo A la
complementacion realizada por el plasma fue mayor que la proporcionada solo por la IL-
6.
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