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RESUMEN

La anemia de Fanconi (AF) es un sindrome de inestabilidad cromosdémica
con hipersensibilidad a agentes alquifantes bifuncionales como la
mitomicina C (MMC). Presenta heterogeneidad genética y hasta el
momernto se han encontrado siete grupos de complementacion (AF-A a
AF-G), sin embargo el defecto basico del padecimiento atn no se conoce.
Se sabe que al adicionar hidroxiurea a cultivos AF en fase G,, se potencia
la frecuencia de aberraciones cromosSmicas inducidas por MMC en el
grupo de complementacidon AF-A y AF-B. La hidroxiurea tiene dos
actividades que podrian dar lugar a la potenciacion- de aberraciones
cromosomicas: a) inhibicion de sintesis de desoxirribonudedtidos en fase
Ga; ¥ b) generacion de radicales libres mediante la formacién de H,0,.
Por lo anterior, el objetivo fue determinar si el aumento de aberraciones
cromosdmicas producidas por la HU en la fase G,, en linfoblastos de
anemia de Fanconi A y B se debe a la generacién de radicales libres. Se
utilizé a la catalasa (CAT) cuya funcidn es detoxificar a la célula
eliminando el H,0,. Por o tanto, si la HU induce potenciacion de
aberraciones cromosdmicas por via de generacidn de radicales lLibres,
entonces la aplicacion de CAT a cultivos tratados con MMC e HU
disminuira significativamente el niimero de aberraciones cromosdmicas.
Se realizaron cultivos con las lineas linfoblastoides AF-A (HSC72), AF-B
(HSC230) y normal (NL-6846). Para cada linea se hicieron ocho cultivos:
cuatro de ellos sin exposicién a MMC y cuatro expuestos a 10 ng/ml de
MMC por 24h. Todos los cultivos se lavaron dos veces con solucién
salina Hank's y se reincubaron por 24 hrs mds para ser cosechados a las 48
hrs. Tres hrs antes de la cosecha se agrego HU+CAT para asegurar que
los tratamientos fueran aplicados durante fase G, del ciclo celular, EI
experimento se realizé6 por triplicado y se analizd, en laminjllas
codificadas, el nimero y tipo de abemaciones cromosomicas en 50
metafases por tratamiento y por repeticién. Los resultados corroboraron
que la HU produce una potenciacion del dafio en las lineas AF-A y AF-B
tratadas con MMC diferente a lo observado para células normales. La
CAT produce una disminucion no significativa en la frecuencia de AC en
cultivos tratados con MMC y post-tratamiento con HU. Estos resultados
sugieren que la potenciacion del dafio en presencia de MMC e HUJ en
ctlulas AF no se debe a la generacion de radicales libres, por lo que queda
la posibilidad de estar relacionada con una deficiencia de dNTPs que
produce la HU en fase G, donde se requieren para la reparacion post-
replicativa de DNA.



INTRODUCCION

L. Caracteristicas clinicas de 1la anemia de Fanconi:

En 1927 el Dr. Guido Fanconi describid el caso familiar de
un padecimiento ahora conocido como anemia de Fanconi (AF).
Esta enfermedad es hereditaria, autosémica recesiva v los pacientes
presentan manifestaciones hematoldgicas. La alteracién
hematologica mas comin es una falla de la médula dsea roja que
lleva al desarrollo de pancitopenia, es decir, una disminucién en el
numero de todas las células sanguineas. Esta condicién se conoce
como anermia aplastica y tiene un riesgo de presentarse en AF hasta
del 98% (Alter, 1999). Existe una gran varabilidad en las
manifestaciones clinicas de estos pacientes tanto intra como
interfamiliar; alrededor de un 30% desarrollan anemia tardiamente
y carecen de otras alteraciones clinicas, mientras que otros
pacientes presentan anormalidades congénitas severas {(Auerbach ez
al, 1997a; Kupfer ez al, 1997b; Alter, 1999). Entre las mdas comunes
se encuentran: retraso en el crecimiento, hiperpigmentacion en la
piel, manchas café con leche 6 dreas hipopigmentadas,
microcefalia, microftalmia, anormalidades esqueléticas
principalmente en radio y/o pulgar, alteraciones genitales y renales
(Tabla 1). En algunos casos estos pacientes presentan retraso
mental. Todos tienen una alta predisposicion a desarrollar
neoplasias, y¥ sea hematologicas (leucemia mielanocitica aguda
generalmente) o carcinomas (orofaringeos, gastrointestinales y
ginecoldgicos principalmente) (Auerbach er al, 1997a; Alter, 1999).

La sobrevida de estos pacientes se ha incrementado con el

tiempo en otros paises, sin embargo en un estudio realizado en
2



Meéxico en 1999, se encontrd una edad media de sobrevivencia de
12.44 + 6.4 ados (Esmer et al, 1999). Las mujeres con AF tienen
fertilidad reducida aunque no ausente y los hombres presentan
gonadas poco desarrolladas y espermatogénesis anormal por lo que
la infertilidad es un problema més comin en los varones (Alter,
1999).

Aunque la enfermedad es rara presentando una frecuencia
de homocigotos de 1 en 360 000, se encuentra representada en
todos los grupos étnicos y se ha reportado que 1 individuo en 300 es
heterocigoto sano aunque actualmente se estima que hasta 0.5% de
la poblacién general es heterocigota para algin gen de AF
(Auerbach er al, 1997a).

Ll



Tabla 1. Anormalidades fenotipicas
en 955 pacientes con AF.

Anormalidad % de
pacientes

Piel 60
Talla baja 57
Extremidades superiores 48
Hipogonadismo masculino 37
Hipogonadismo femenino 3
Cabeza 20
QOculares 26
Renales 23
Peso al nacer menor o igual a 2500g 12
Retraso en el desarrollo 13
Extremidades inferiores 3
Pabellon auricular 10
Reflejos incrementados 7
Otras anormalidades esqueléticas 6
Cardiopulmonares 6
Gastrointestinales 4
Ofras anormalidades 5
Sin anormalidades 20
Talla baja dnicamente 1
Piel Gnicamente 3
‘Talla baja y piel Gnicamente 4
Talla baja y/o piel 8

Tomada de Alter B, 1999,



II. Caracteristicas citogenéticas de la anemia de Fanconi:

A. Inestabilidad cromaosomica:

La AF esta clasificada dentro de un grupo de sindromes
denominados de inestabilidad cromosoémica. Algunas de estas
enfermedades son ataxia telangiectasia, xeroderma pigmentosa,
sindrome de Cockayne y sindrome de Bloom. Los individuos con
estos padecmmientos tienen células con una alta frecuencia de
aberraciones cromosomicas (AC) espontineas, presentan
hipersensibilidad a mutdgenos especificos y una elevada
predisposicion a desarrollar cancer (Kupfer y D'Andrea, 1996).

En 1964 Schroeder y colaboradores descubrieron que los
Infocitos de AF presentaban un elevado niimero de rupturas
cromosdémicas espontdneas. Mads tarde, en 1973 Sasaki y
Tonomura reportaron una alta sensibilidad de los linfocitos de AF
a la mitomicina C (MMC) y mostaza nitrogenada. En la
actualidad, esti establecido que las células de AF presentan
hipersensibilidad a agentes alquilantes bifuncionales como la
MMUC, el diepoxibutano, el cis-platino y la mostaza nitrogenada.
La MMC ha sido utilizada ampliamente para establecer el
diagnostico de la AF dada la hipersensibilidad de éstas células al
clastogeno. [Esta sustancia que fue aislada de la levadura
Streptomyces caespitosus en forma de cristales azul-violeta, tiene
un peso molecular de 334 daltones y es soluble en agua y solventes
organicos (Gutiérrez L, 1979). Ha sido utilizada como antibidtico
y agente antutumoral dado que inhibe la divisién celular tanto de
bacterias como de células cancerosas (Lown J, 1979). La MMC

(figura 1) es un agente alquilante bifuncional; cuando entra a Jla
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célula, esta sustancia es activada por enzimas y se transforma
dando lugar a metabolitos alquilantes altamente reactivos
(Doroshow, 1992) que tienen la capacidad de formar uniones
covalentes cruzadas y aductos en residuos de guanidinas dispuestas
adyacentemente en €l DNA. Esto lleva a la formacién de enlaces
cruzados tanto infra como intercadena que son los causantes de lfas
aberraciones cromosomicas(figura 2) (Remers A, 1979; Kupfer et al,
1997b). Cuando se comparan con células de un individuo normal,
fas células de pacientes con AF pueden presentar hasta 30 veces
mas AC cuando el dafio es inducido con MMC aunque hay una
gran variabilidad en la respuesta a este agente (Frias et a/, 1991).

0 9

o) ;CHLOCNH,

OCH3

Figura 1. Estructura de la MMC,

El tipo de daifio que se presenta en el DNA de pacientes con
AF, tanto espontdneo como en presencia de agentes alquilantes, es
primordialmente de tipo cromatidico y figuras de intercambio
(figura 2). También se ha evaluado la frecuencia de intercambios
de cromdtidas hermanas (SCE) en estas células y los resultados
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demuestran que no hay diferencias en la frecuencia espontinea de
SCE entre individuos AF e individuos normales, sin embargo, hay
un aumento significativo en 1a frecuencia de SCE incluso con bajas
concentraciones d¢ MMC que demuestra la sensibilidad de estas
celulas a este mutigeno (Novotnd er o, 1979; Kano y Fujiwara,
1981). Por otro lado se ha observado una mayor frecuencia de
endorreduplicacién que en individuos normales (Norderson, 1977;
Kubbies ef al, 1985).

A\ ¢ ~
INBIRT

6\)\64‘ 3%

D E

28
I VAN

Figura 2. Aberraciones cromosdmicas mas comunes en anemia de
Fanconi. A. rupturas cromatidicas, B. trirradios, C.
tetrarradios, D. dicéntrico, E. otras.



B. Heterogeneidad genética:

Grupos de complementacion:

En 1980 Zakrzewski y Sperling realizaron el primer estudio
de hibridacién celular con fibroblastos de dos pacientes con AF y
encontraron complementacion del fenotipo celular, por lo que se
comprobd la existencia de heterogeneidad genética en esta
enfermedad. Posteriormente, en 1985 Duckworth-Rysiecki er al
llevaron a cabo experimentos de fusién celular con linfoblastos de
seis pacientes no emparentados con diagnostico de AF. El
resultado de estos ensayos fueron células hibridas; tres de estas
lineas  celulares  hibridas continuaron  presentando Ia
hipersensibilidad caracteristica a agentes alquilantes bifuncionales y
fueron asignadas a un grupo de complementacion designado como
AF-A, que se definié por la identidad funcional que tenia con la
linea linfoblastoide de referencia HSC72. Las otras tres
hibridaciones mostraron sensibilidad normal a estos agentes y
fueron clasificadas como no-A 6 AF-B dado que presentaron
complementacioén funcional.

Posteriores experimentos de hibridacién celular entre lineas
de referencia y lineas de otros pacientes con AF (figura 3)
mostraron que existen al menos ocho grupos de complementacion
denominados AF-A, AF-B, AF-C, AF-DI1, AF-D2, AF-E, AF-Fy
AF-G (Joenje y Arwert, 2001). Los porcentajes de pacientes
pertenecientes a cada grupo se muestran en la figura 4 (Faivre er dl,
2000). Cada uno de estos grupos presenta mutaciones en genes
distintos, se han clonado seis de los ocho genes responsables de la
enfermedad y se encuentran en distintas localizaciones

cromosomicas; y las mutaciones en estos genes tienen como
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consecuencia un resultado fenotipico muy similar. A este
fenémeno se le conoce con el nombre de heterogeneidad genética.

Probloam
l‘.imas

La praracifn estd en genes distinros
por 1o que ¢l defecto se comige v
/ pertenecen a grupos diferentes.
@D
AT pF

No hay complementacion
X %e La muracién et en el mismo gen
- ,i' * =  porlo que el defecto no se corrige
* y pertenecen al misma grupo.

Figura 3. Representacion esquematica de los experimentos de hibridacién
celular. Las células del individuo problema se fusionan con
lineas de referencia de grupos de complementacién ya
identificados.

1%

DAF- ATJAF-B B AF- CHAF-DI O AF-IDZE AF-ES AF-FOAP-G

Figura 4. Porcentaje de pacientes pertenecientes a cada grupo de
complementacién. (Joenje y Patel, 2001).



1. Caracteristicas moleculares:

De los ocho grupos de complementacidén que se conocen
hasta el momento, se han clonado seis genes. El primero, FANCA
pertenece al grupo AF-A y se localiza en el cromosoma 16q24.3
(Lo Ten Foe et al, 1996). El gen FANCC pertenece al grupo de
complementacion AF-C y se encuentra en el cromosoma 9g22.3
(Strathdee et al,1992). FANCD?2 perteneciente al grupo AF-D2 esta
ubicado en el cromosoma 3p25.3 (Joenje y Arwert, 2001); el gen
FANCE del grupo AF-E se localiza en el cromosoma 6p21.2-21.3
(Waisfisz er al, 1999b, De Winter et al, 2000b). FANCF esta en
11pl5 (De Winter er af, 2000a). Por Gltimo, el gen FANCG del
grupo AF-G, se encuentra en el cromosoma 9p13 (De Winter e al,
1998).

FANCA fue clonado en 1996 y es un gen que comprende 4.3
kilobases, (Lo Ten Foe et al, 1996) esta distribuido en un total de 43
exones y codifica para una proteina de 1455 aminodcidos (Wikjer et
al, 1999). No tiene homologia con ninguna proteina conocida y su
funcion se ignora (Lo Ten Foe et al, 1996), sin embargo se han
encontrado secuencias identificadas como sefiales de localizacion
nuclear, es decir, ciertos aminoacidos presentes en el polipéptido le
confieren la caracteristica de translocar hacia el nicleo de la célula
(Kupfer er al, 1997b). El primer gen que se logro aislar fue FANCC
en 1992; consta de 14 exones y codifica para una proteina de 558
aminodcidos que se localiza tanto en el nilcleo como en el
citoplasmé (Strathdee er al, 1992, Garcia-Higuera, 1999). EI gen
FANCDZ clonado este afio consta de 44 exones y el marco de
lectura abierto predice una proteina nuclear de 1451 aminodcidos.
Al igual que las otras proteinas de AF, no presenta dominios

10



conocidos y Ia funcion de la proteina permanece desconocida pero
a diferencia de éstas FANCD?2 si estd conservada en organismos
como Arabidopsis thaliana, Caenorhabditis elegans y Drosophila
melanogaster, (Timmers er al, 2001). FANCE tiene 1611 nucledtidos
distribuidos en 10 exones que comprenden aproximadamente 15 kb
y que codifican para una proteina de 536 aminoacidos que contiene
dos sefiales de localizacién nuclear, pero carece de homologia con
otras proteinas conocidas (De Winter et @/, 2000b). El gen FANCF
codifica para una proteina de 374 aminodcidos y presenta
homologia con una proteina procarionte de unién a RNA, llamada
ROM (De Winter er af, 2000a). Finalmente, el gen FANCG es
idéntico a XRCC9 un gen que se cree, juega un papel en la
reparacién postreplicativa o estd involucrado en puntos de
restriccidn del ciclo celular (De Winter er of, 1998).

El analisis de mutaciones para los genes clonados ha
revelado que FANCA es un gen altamente heterogéneo. Han sido
encontradas decenas de mutaciones a lo largo de éste y se cree que
muchas de ellas son polimorfismos. Se supone que la mayoria de
las mutaciones asociadas con la enfermedad dan como resultado
una proteina truncada aunque no se conoce el significado
fenotipico de todas. Hay una gran cantidad de deleciones
intersticiales dentro de FANCA que resultan en la ausencia de uno a
treinta exones del gen. También se han encontrado
microdeleciones e inserciones que generalmente ocurren dentro de
secuencias repetitivas codificantes en el DNA (Wikjer er a/, 1999).

Por otro lado, se han descrito mutaciones de varios tipos
(deleciones y sustituciones principalmente) en el gen FANCC. Dos
de estos cambios son de especial importancia pues representan a

mas del 90% de los pacientes pertenecientes al grupo de
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complementacién AF-C; unaenelexén [ yotraenel exén 4. La
mutacion presente en el ex6n 1 es una delecion de una guanina en
la posicion 322 (delG322) v produce un fenotipo leve de la
enfermedad, mientras que la mutacion del ex6n 4 es una sustitucion
de adenina por timina (IVS4+4 A>T) y resulta en un cuadro
clinico severo asociado con la aparicion temprana de
anormalidades hematologicas y baja sobrevivencia (Yamashita et
al, 1996). Esta mutacion ha sido encontrada Yinicamente en judios
Ashkenazi y descendientes de esta poblacion en donde hay una
frecuencia de heterocigotos de hasta el 1% (Auerbach, 1997b).

El gen FANCD? presenta varias mutaciones; una de ellas
llama la atencién dado que es un cambio de adenina a guanina en
el nucledtido 376 que ocasiona sustitucién de un aminodcido
(8126G) y modifica el splicing ocasionando una insercién de 13 pb
del intron 5 en el RNA mensajero que genera un corrimiento del
marco de lectura y da como resultado una proteina severamente
truncada. Las demds mutaciones son deleciones, cambios sin
sentido y de sentido errdéneo que ocasionan ausencia de la proteina.
Las mutaciones descritas en FANCE son sustituciones sin sentido
que causan un producto protéico truncado. En FANCF se han
descrito deleciones y sustituciones y todas resultan en ausencia de
proteina. Dado el bajo ntmero de pacientfas pertenecientes a este
grupo de complementacién, no se ha podido establecer la
correlacion fenotipica de estas mutaciones (Faivre e «, 2000).
Finalmente, el gen FANCG presenta varias mutaciones, algunas son
deleciones mientras que otras son sustituciones y la mayoria se
relacionan con un cuadro clinico severo de la enfermedad, aunque
hay un pequefio grupo de mutaciones de sentido errdneo que
presentan un fenotipo no severo (Auerbach et al, 1999).

12



Si bien no se sabe la funcién de ninguno de los productos
génicos, hay algunas cuestiones conocidas. Kupfer ef ol en 1997a,
Waisfisz er al en 1999a y Garcia-Higuera et af en 1999
comprobaron, utilizando distintas metodologias, que las proteinas
FANCA Y FANCG interaccionan directamente y FANCC de
forma indirecta formando un complejo en el citoplasma que
después transloca al nicleo de Ia célula. Una vez en el nicleo,
FANCE y FANCF interactian con el complejo mencionado,
particularmente, FANCE interacciona con FANCC; y FANCF con
FANCG (Medhurst er al, 2001; Joenje y Patel, 2001). Estos
estudios demuestran que las proteinas encontradas de AF forman
un complejo que activa a la proteina FANCD?2 (Timmers et af,
2001; Garcia-Higuera er al 2001). Al parecer, la forma activa de
este polipéptido interactia con la proteina BRCAI pues
colnmunoprecipitan y ambas se encuentran acumuladas en foci
nucleares. La proteina BRCA1 es una proteina de susceptibilidad
genética a cancer de mama y funciona como agente de respuesta a
danio de DNA (Garcia-Higuera er af, 2001).

IV. Hipotesis del defecto basico en anemia de Fanconi
Pese a que no se conoce la funcidén que desempeiian estas
proteinas en la célula, se han propuesto varias explicaciones

basadas en observaciones del fenotipo celular en AF:

A. Reparacién del DNA

El hecho de que las células AF presentan AC espontaneas
elevadas aunado al descubrimiento de que otros sindromes de

inestabilidad cromosémica como Xxeroderma pigmentosa y

~
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sindrome de Cockayne son causados por mutaciones en genes
responsables de Ia reparaciéon del DNA, han llevado a pensar que el
defecto basico de la AF estd dado por una deficiencia en la
reparacién. Ya desde 1973, Sasaki y Tonomura sugirieron que el
aumento de AC que encontraron en células de pacientes con AF
podia deberse a un defecto en el mecanismo de reparacion de
enlaces cruzados producidos por agentes alquilantes del DNA.
Varios grupos de investigacion a finales de lIos 70°s y principios de
los 80°s realizaron ensayos para evaluar la reparacion en células de
AF. Los resultados de algunos investigadores apoyan la idea de un
defecto en la reparacion de enlaces cruzados (Kano y Fujiwara,
1981; Fujiwara, 1982), sin embargo ofros investigadores no han
encontrado evidencias que indiquen un defecto en la reparacion en
células de AF (Fornace et al, 1979). Estos experimentos fueron
realizados con pacientes sin clasificar y con un nimero limitado de
imndividuos y esta pudiera ser la razén por la que los resultados
obtenidos a este respecto sean heterogéneos y controversiales.

Importantemente, las aberraciones encontradas en las
células AF son en su mayoria, de tipo cromatidico (Sasaki y
Tonomura, 1973) y éstas células presentan una prolongacién de la
fase G, del ciclo celular (Dutrillaux et af, 1982). Estas dos
caracteristicas han llevado a pensar que el defecto en la reparaciéon
es a nivel post-replicativo.

Finalmente, el reciente descubrimiento que el complejo de
proteinas AF activa a FANCD2 y ésta a su vez se asocia con
BRCAI (Garcia-Higuera er al, 2001), hace pensar cada vez mas que
el defecto bisico de esta enfermedad estd relacionado con la
vigilancia de la integridad gendOmica y reparaciéon de DNA.
BRCAIl es parte de un complejo de vigilancia de integridad
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gendmica que estd compuesto por proteinas con funciones que van
desde supresores de tumor hasta proteinas de reparacién de DNA
(Wang et al, 2000).

B. Sensibilidad al oxigeno
Los niveles altos de oxigeno, afectan el transito de la fase G,

en células normales, es decir, la toxicidad por oxigeno en células
normales, es muy similar al comportamiento del ciclo celular en
AF en cuanto al trinsito de la fase G; (Balin er a/, 1978). Esta
caracteristica llevo al estudio del efecto del oxigeno en células AT,
y en 1981, Joenje et al reportaron que el nimero de AC se ve
aumentado en Iinfocitos AF expuestos a altas concentraciones de
O; de una manera dosis-dependiente. También, Schindler y Hoehn
en 1988, encontraron que el crecimiento de fibroblastos AF en
presencia de altas concentraciones de oxigeno se ve inhibido y
causa la acumulacion de células en la fase S y G, /M del ciclo
celular. En algunos estudios se ha encontrado una disminucion de
entre €l 20 y 40% de superdxido dismutasa (enzima encargada de Ia
detoxificacion de especias reactivas de O,) en eritrocitos de AF
(Joenje e al, 1978), sin embargo estos resultados no son
consistentes para todos los tipos celulares pues en leucocitos y
fibroblastos los niveles de esta enzima son cercanos o iguales a los
valores normales {Abeliovich y Cohen, 1978; Yoshimitsu er af,
1984). Otra cuestién importante es que muchos de los agentes
alquilantes del DNA producen especies reactivas de oxigeno, por lo
que se ha postulado que uvn posible defecto que explicaria la
sensibilidad de AF a estos agentes seria la incapacidad para
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procesar adecuadamente estos radicales libres (Buchwald y
Moustacchi, 1998).

A pesar de estas evidencias, la sensibilidad al oxigeno se
considera como un efecto secundario af defecto bdsico y no como la
base del padecimiento pues no se ha encontrado mutaciones en las
enzimas que se encargan de proteger a la célula contra el estrés
oxidativo. Ademads, en 1993 Saito er a/ observaron que en presencia
de altas concentraciones de oxigeno, no habia inhibicibn de
crecimiento en fibroblastos AF transformados con el virus SV40,
mientras que en presencia de MMC si se observé inhibicion de
crecimiento, lo que pone en evidencia que la sensibilidad a MMC
es una caracteristica intrinseca de las células mientras que la

sensibilidad al oxigeno podria ser una consecuencia secundaria.

C. Defectos en el ciclo celular y apoptosis

Una de las caracteristicas mds importantes de las células AF
es que presentan alteraciones en el ciclo celular, en particular en la
fase Go/M. Uno de los primeros estudios que evidenciaron este
fenomeno fue el de Dutrillaux e af en 1982 en el que se encontrd
que mientras ¢l niimero de mitosis en células normales aumentaba
en el segundo ciclo de division, en células de AF sin tratamiento el
nimero de mitosis decrecia continuamente. También se ha
observado que el porcentaje de células de AF en G; es el doble
cuando se compara con controles normales (30% vs 14%)
(Seyschab er al, 1993). Por otro lado, se sabe que el porcentaje de
células tratadas con mostaza nitrogenada que permanecen
arrestadas en (5; es mayor en las células AT que en los controles

normales (Berger er al, 1993). Todos estos experimentos
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confirmaron un hecho ahora bien conocido: las células de AF se
detienen en Ia fase G,/M del ciclo celular especialmente después de
ser tratadas con algin mutigeno (Buchwald y Moustacchi, 1998;
Kupfer ef af, 1997b). Esta caracteristica de las células de la AF
incluso ha sido utilizada como método diagnéstico para la
enfermedad, lo que hace evidente que el defecto en el ciclo celular
€s una caracteristica tan intrinseca de éstas células como la
sensibilidad a agentes alquilantes (Seyschab er af, 1995). Al parecer,
la prolongacion de la fase G, en células AF no se debe a un defecto
en el punto de restriccion que controla el trénsito de Ia fase G, a M
dado que éste se ha estudiado en las lineas celulares AF-A, AF-C y
AF-D y se encuentra normal (Heinrich &7 a/, 1998).

Otro fenémeno del ciclo de vida de 1a célula que parece
estar alterado en la AF es Ia apoptosis. En un estudio se encontrd
que aunque no hay diferencias en la apoptosis espontinea de
células de AF comparadas con controles normales, los linfoblastos
de los grupos AF-A, AF-B, AF-C y AF-D1 tratados con MMC
presentan un mayor nivel de apoptosis y este comportamiento es
dosis-dependiente. Cuando se introdujo el cDNA de FANCC a
celulas pertenecientes al grupo AF-C, se vio una disminucién en el
nivel de apoptosis y en el porcentaje de células en G, (Kruyt et o,
1996). En contraste, en otros dos estudios se reportaron los
resultados contrarios: los linfoblastos de los grupos AF-A a AF-D
tienen altos niveles de apoptosis espontinea y no se observd
ninguna diferencia con tratamiento de MMC y en este caso las
células mueren por necrosis, no por apoptosis (Rosselli ez al, 1995 y
Ridet er af, 1997). En otro estudio, Marathi e a/ observaron en
1996 que cuando se introduce el cDNA a las células AF-C, éstas



corrigen ¢l fenotipo en cuanto a la hipersensibilidad a MMC,
apoptosis espontanea y respuesta en el ciclo celular.

Aungue los resultados encontrados hasta ¢l momento son
controversiales, estd establecido que hay alteraciones en la
apoptosis en AF. Las causas de estas desviaciones adn no son
claras y pudieran ser intrinsecas o extrinsecas a 12 célula pero es
necesario hacer mads estudios acerca de este fenOmeno para
entender qué lo origina (Kruyt e al, 1996; Kupfer er al, 1997b;
Buchwald y Moustacchi, 1998).

D. Factores de crecimiento

Se han encontrado anormalidades en algunos factores de
crecimiento en AF y se ha postulado que las alteraciones en estos
pueden estar modulando la inestabilidad cromosémica y/o la
sensibilidad a agentes alquilantes, sin embargo, el mecanismo
preciso por el que pudieran hacerlo no se conoce. (Buchwald y
Moustacchi, 1998).

Algunos autores han visto que hay una baja produccién de
algunos factores de crecimiento. En un estudio de 1992, Rosselli y
colaboradores encontraron que los linfoblastos de AF producen la
mitad de interleucina 6 (IL6) v cuando crecen en presencia de esta
sustancia, la sensibilidad que presentan hacia la MMC es
parcialmente corregida, al menos en los grupos AF-A, AF-B, AF-C,
y AF-D. Ademas, encontraron altos niveles de factor de necrosis
tumoral o (TNFa) en los mismos grupos de complementacion
(Rosselli er al, 1992; Rosselli et al, 1994) y por otro lado, se han
observado anormalidades en la produccion de factor de necrosis xB
(NF-xB) que pueden deberse al exceso en la produccion de TNFa.

18



Ciertos estudios indican que las células AF no responden a la
induccitn de citocinas, mientras que otros estudios han demostrado
que hay una hipersensibilidad a ciertos factores de crecimiento
(Rathbun er &/, 1997; Kupfer y D'Andrea, 1996).

V. Ribonuclettido reductasa, hidroxiurea, y catalasa:

A. Ribonucledtido reductasa

La ribonucledtido reductasa (RNR) es una enzima que tiene
la funcién de convertir los ribonucleétidos difosfato presentes en la
célula a 2’desoxirribonucledtidos difosfato que después son
transformados a 2’desoxirribonucledtidos trifosfato (dANTPs), 1a
materia prima para la sintesis programada (replicacidon) y la no
programada (reparacion) de DNA (Voet y Voet, 1990; Yarbro,
1992). Esta enzima estd compuesta por cuatro subunidades (al,
Bl, a2, B2) que consisten en dos pares de dimeros, M1 y M2. Ei
dimero M2 de la enzima contiene un grupo hierro no hemo y un
radical tirosil que son esenciales para la actividad enzimatica (Voet
y Voet, 1990).

B. Hidroxiurea

La hidroxiurea (HU) fue sintetizada por primera vez en
Alemania en el afio de 1869. En un principio esta sustancia fue
probada en animales y Hevaba a la muerte; sin embargo, en 1963
Stearns er al encontraron que la HU actuaba contra la leucemia en
ratones y a partir de este momento Vvarios exXperimentos
demostraron que la HU funciona contra una gran variedad de
tumores. Se iniciaron investigaciones acerca de la actividad de la
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sustancia mencionada y se observé que tiene la capacidad de
inhibir la sintesis de DNA sin afectar la transcripcidn o traduccion.
Especificamente, la HU entra a la célula por difusién pasiva e
inhibe a la enzima RNR inactivando a la subunidad M2 de Ia
proteina sin unirse a efla. EI radical libre que contiene la HU
atrapa selectivamente al radical tirosil de la RNR; y aunque el
centro de hierro no es modificado en lo absoluto, la enzima pierde
su funcién (Yarbro, 1992; Voet y Voet, 1990). La actividad de 1a
HU sobre la RNR tiene como consecuencia la inhibiciéon de la
sintesis de DNA y causa un desbalance en el acervo de dNTPs de fa
c€lula. Por esta razdn la droga es toxica (inicamente en células que
estin activamente sintetizando DNA durante Ia exposicion a la HU
(Schilsky ez al, 1992).

Frias y colaboradores en 1996 evaluaron el efecto de la HU
en linfocitos AF de pacientes no clasificados y encontraron que
éstas células presentan una inhibicién de la sintesis del DNA
significativamente mayor que los controles normales. Estos
resultados ponen en evidencia una falla en el metabolismo de
dNTPs que puede ir més alld de la replicacion en fase S, pues la
HU inhibe 1a formaciéon de dNTPs necesarios también para la
sintesis de reparacion presente en G,. Dado que hay evidencias que
indican que en células AF esta alterada la reparacion que ocurre en
G;, se adiciond HU en esta fase del ciclo celular y se encontré una
potenciacion de AC en células de las lineas AF-A y AF-B tratadas
previamente con MMC (Molina et af, datos no publicados). Este
meremento de aberraciones puede deberse a la inhibicion de la
sintesis de dNTPs y/6 a la generacidén de radicales libres que se
producen como resultado de la actividad de la HU y que dafian al
DNA.. En particular, la HU genera peroxido de hidrégeno (H,0,)
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{figura 6) que puede daifiar al DNA por st mismo y posee el
potencial de formar ofras especies reactivas de oxigeno altamente
toxicas (DeSesso et al, 1994).

C. Catalasa

La catalasa (CAT) es una enzima que se encuentra
normalmente en las células dentro de los peroxisomas, esti
compuesta de cuatro subunidades iguales, cada una con un grupo
hemo y un NADH vy el peso molecular de todo el polipéptido es de
250 kDa. Es una de las enzimas mas eficientes de la naturaleza y
su funcion es detoxificar a la célula del H,O, convirtiéndolo en
agua y oxigeno molecular. Esta enzima trabaja en conjunto con la
super6xido dismutasa (SOD) para eliminar las especies reactivas de
oxigeno generadas dentro de 1a célula como productos secundarios

de reacciones que ocurren comunmente (Voety Yoet, 1990).

07 + 2H* =24 H,0, + 0,

CAT
2H,0, —— 2H,0 + 0,

Figura 5. Accidn de la SOD y la CAT para eliminar radicales libres de la
célula.

Hay algunos estudios en donde se utilizd a la CAT en
linfocitos humanos para evaluar (por medio de electroforesis
unicelular) su efecto antioxidante y se observd que esta enzima es
altamente eficiente cuando se agrega en presencia de especies

reactivas de oxigeno (Anderson ez al, 1994; Testoni ez al, 1997). En
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hinfocitos de AF, Nordenson cuantificé AC después de tratar éstas
células con CAT y/6 SOD agregadas desde el comienzo del cultivo
y encontrd reducido el nimero de AC en células AF con la adicion
de SOD y an en mayor proporcién en cultivos con CAT. En otro
estudio realizado con fibroblastos de AF se demostrd que Ia CAT
agregada al principio del cultivo, reduce significativamente el
niamero de micronicleos (marcador de dafio cromosémico) que
ocurren espontineamente y con tratamjento de MMC (Raj y
Heddle, 198(). La elevada cantidad de dafio cromosdémico
observado en la AF puede deberse a un incremento en la
produccion de especies reactivas de oxigeno o bien a un
decremento en el potencial para atrapar estas especies reactivas y

esto puede estar aunado a una falla en la reparacion (Nordenson,
1977)

VI Justificaciéon

Es importante entender el efecto de 1la HU sobre las células
AF debido a que esta sustancia ademds de inhibir a la RNR y
alterar los niveles de dNTPs, genera radicales libres (principalmente
H,0,) (figura 6). Por lo anterior es mportante determinar si el
dafio causado por 1a HU en fase G; a células tratadas con MMC
esta dado por falta de dNTPs necesarios para la reparacion o por la
produccion de especies reactivas de oxigeno. Esta mformacién
ademds contribuird a estudiar de manera especifica la respuesta a
CAT de las lineas celulares AF-A y AF-B y aportard conocimiento

acerca del fenotipo celular de la AF.



HIDROXIUREA

H
H;N—fﬁ‘-lit-m + 0 —— HN-C-N=0 +
0 a
CATALASA
—»2}120 +0,
b
HIDROXIUREA
H

| .
H,N-C-N-OF + — EN-CN-0 + +0H + H,0
0 (o]

Figura 6. Produccion de radicales libres en presencia de HU y O, con
catalasa (a) y sin la enzima (b}.
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VIIL. Objetivo

Determinar si la potenciacion en Ia frecuencia de AC
inducida por la HU aplicada en fase G, a linfoblastos de AF-A y
AF-B tratados con MMC, se debe a la generacién de radicales

{ibres.

VIIL. Hipétesis

Si la catalasa produce una disminucidn de AC hasta los
niveles inducidos por Ia MMC sdéla, entonces la potenciacion de
dafio producido por la HU a las células AF se debe a la generacion

de radicales libres.
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METODOLOGIA

I. Prueba preliminar para determinar la actividad de la catalasa

Dado que 1a CAT es una proteina que requiere condiciones
especificas para su accion, realizamos un ensayo para validar su
actividad en cultivos celulares, nuestro modelo experimental. Este
se realizd con linfocitos separados con Lymphoprep (Nycomed) de
un total de 10 ml de sangre periférica y resuspendidos en 1 mi de
medioc RPMI (GIBCQ). Inmediatamente, se determiné la
viabilidad celular del cultivo por el método de exclusién con tincién
dual (bromuro de etidio (BIORAD)/diacetato de fluoresceina).
Los linfocitos presentaron una viabilidad mayor al 95% y fueron
incubados a 37°C en atmosfera de CO; al 5%. Este cultivo se
separd en viales con 500,000 células para cada uno de los siguientes

tratamientos.

a) Medio

b} CAT 250 unidades/ml

¢) Peréxido de hidrogeno (H,O,) 80uM
d) CAT + H,0, 80uM

e) H,0, 40pM

f) CAT + H,0, 40uM

g) H,0; 20uM

h) CAT + H,0, 20uM

i) H,O, 5uM

i) CAT + H;O, 5uM



Las células fueron incubadas con los tratamientos anteriores
por unt lapso de 1 hr, y el daito al DNA se evalud con 1a técnica de
electroforesis unicelular alcalina (ensayo cometa) de acuerdo con la
metodologia propuesta por Singh et al en 1988. Se prepararon las
laminillas cubriéndolas con una capa de agarosa de punto de fusién
regular (NMA) (GIBCO). Una vez que se secaron, se agregd 75ul
de agarosa de bajo punto de fusion (LMPA) (BIO-RAD) mezclada
con 5000 Iinfocitos, se dejaron solidificar sobre una superficie fria;
finalmente se agregd una tercera capa con 75 pl de LMPA vy
nuevamente se dejaron sohdificar. Posteriormente, las células
fueron colocadas en solucion de lisis pH 10 por 24 horas después de
las cuales las laminillas fueron retiradas para colocarse en la
camara de electroforesis con buffer pH 13 por 20 min, esto con Ia
finalidad de desenrollar el DNA; enseguida, los geles se corrieron a
25 volts con una corriente de 300 miliampers por 20 minutos bajo
luz amarilla. Pasado este tiempo, las laminillas se lavaron tres
veces por 5 min con buffer de neutralizacion pH 7.5, se escurrieron
y fueron tefiidas con 50 p! de bromuro de etidio 1X (BIO-RAD). El
analisis se realizd en un microscopio de fluorescencia con un
objetivo de 25X.

El ensayo se realizé por duplicado para cada una de los
tratamientos. Se evalvaron 200 células por tratamiento y por
repeticion y se considero el criterio de ausencia de dafio (células sin
cola donde no migra el DNA) o presencia de dafio (células con cola

donde hay migracion de DNA).



II. Poblacion de estudio:

Lineas celulares:

Se ualizaron las lineas linfoblastoides de los grupos
de complementaciéon AF-A (HSC-72) y AF-B (HSC-230) donadas
por el Dr. Hans Joenje de la Universidad Libre de Holanda en
Amsterdam y una linea linfoblastoide normal {NL-6846)
transformada en el Laboratorio de Citogenética del Instituto
Nacional de Pediatria por infeccién de linfocitos de un individuo
normal con el virus Epstein-Barr

Las lineas linfoblastoides se cuitivaron en cajas Falcon
(NUNC) con medio RPMI (GIBCO) suplementado con suero fetal
bovino (Hyclone) al 10%, L-glutamina (GIBCO) al 1%, piruvato de
sodio (GIBCO) al 1%, aminoacidos no esenciales (GIBCO) al 1% y
antibiético/antimicotico (GIBCO) al 1%. El suero fetal bovino fue
mactivado a 56°C por 30 min. Las lineas celulares se mantuvieron

en incubacién a 37°C y una atmosfera de CO; al 5%.

III. Cultivos celulares:

Al inicio del experimento, se hicieron viabilidades celulares
por medio de exclusibn con azul trpano (Sigma) en un
hemocitémetro y sélo se utilizaron los cultivos con viabilidad igual
o mayor al 90%.

Para cada linea linfoblastoide se sembraron ocho
tratamientos en tubos estériles de 11 ml de capacidad (NUNQ);
cada tubo con 1,500,000 células en un volumen final de 5 mi de
medio RPMI suplementado. Inmediatamente, a cuatro de los
cultivos se les agregd MMC (Sigma) a una concentracién de 10

ng/ml (figura 7). Después de 24 horas de tratamiento con este
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mutigeno, se lavaron con solucion salina Hank's (GIBCO)
previamente calentada a 37°C. Se realizaron dos lavados a los
cultivos con MMC y uno sdlo a los cuitivos sin MMC; las células
fueron reincubados por 24 horas mds con 5 ml de medio RPMI
suplementado para ser cosechados a las 48 horas. Tres horas antes
de Ia cosecha se agregd HU (2 mM) (Amersham), CAT (0.6
mg/ml) (Sigma) y ambas sustancias a los tubos correspondientes,
como se¢ muestra en la figora 7. Estos compuestos se agregaron en
este tiempo para asegurar que las células obtenidas en metafase
estuvieran expuestas a HU y CAT solamente durante la fase G,
previa del ciclo celular. Este experimento se realizé por triplicado

para cada una de Ias lineas celulares.

IV. Cosecha:

TLos cultivos fueron expuestos a colcemida (Sigma) a una
concentracion de 0.0016 mg/ml por 1.5 horas para obtener células
en metafase. Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 400 g por
10 min, se desechd el sobrenadante, se resuspendid el botén celular,
se agregd 5 mi de solucion hipotonica de KCI 0.075M (MERCK) y
se incubaron a 37°C durante 20 min. Enseguida, las células se
prefjjaron agregando 1 ml de solucidn de Camoy metanol:dcido
acético 3:1 (MERCK) y se homogeneizd el cultivo. Los tubos se
centrifugaron a 400 g por 10 min, se retiré el sobrenadante y el
paquete celular se fij0 en agitacién constante con solucidon de
Camoy. Finalmente, se procedié a dar de tres a cuatro lavados que
consisten en centrifugar a los cultivos en las mismas condiciones,
desechar el sobrenadante, resuspender el botdn celular y agregar
fijador limpio.



V. Elaboracidon de preparaciones:

Se hicieron preparaciones por medio de goteo del paquete
celular en portaobjetos limpios y se fijaron a la flama con un
mechero Bunsen. Se tifieron con Wright (MERCK) al 25% vy
Giemsa (MERCK) al 12% en buffer de fosfatos.

VI Andlisis:

Las preparaciones fueron codificadas para hacer un analisis
a ciegas por una persona ajena al estudio. Se analizaron 50
metafases por tratamiento, por linea celular y por repeticidn
cuantificdndose el namero de AC por célula de los siguientes tipos:
rupturas: cromosOmicas y cromatidicas; fragmentos: céntricos y
acéntricos; anillos, dicéntricos, figuras radiales y otras. Los gaps no
fueron considerados.

Se obtuvieron las frecuencias de AC de cada tratamiento y
se analizaron por medio de la U de Mann Whitney (M-W), prueba
1o paramétrica andloga a la t de Student, para hacer comparaciones
pareadas entre tratamientos de la misma linea y entre los mismos
tratamientos de diferentes lineas. Debido a que la frecuencia de
AC puede ocultar particularidades de la poblacion celular con
algin tratamiento determinado, también se utilizé la prueba
Kolmogorov-Smirnov (K-S} para dos muestras independientes,
basada en la comparacion de frecuencias relativas acumuladas,
(Sokal y Rohlf, 1995) y se compararon las distribuciones que se dan

al agrupar a las células por su cantidad de aberraciones.
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Figura 7. Esquema del experimento.
MMC (Mitomicina C); CAT (Catalasa); HU (Hidroxiurea).

* Los cultivos sin MMC fueron utilizados como control,

» El tratamiento con MMC se utilizd para evaluar la respuesta

especifica de las células AF en contraste con las normales.

* La CAT fue utilizada para evaluar si ésta produce dafio a las

células por si sola, y para ver si el dafio producido por la

MMC e HU es corregido por la accidn de esta enzima;

especificamente para observar si corrige la potenciacion de

AC producida por estos agentes en AF-A y B.

» LaHU fue utilizada para evaluar el dafio que produce en fase

. y para corroborar Ia potenciacion de AC en cultivos AF

previamente tratados con MMC.



RESULTADOS

L Ensayo cometa:

En las células sin tratamiento se observan los nucleos
intactos ya que el DNA no migra cuando no hay dafio (figura ga).
En los linfocitos tratados con H;O,, se observa que el DNA dafiado
con rupturas de hebra doble y sencilla migra formando el cometa
(figura 8b). Lo anterior indic6 que el H.O, causa dafio al DNA de
manera dosis-dependiente. Al agregar CAT (250 U/ml) se abate la
toxicidad celular y esta enzima es capaz de reducir el dafio al DNA
a niveles basales en presencia de 5 uM de H,0, (tabla 2).

Figura 8. Ensayo cometa. a) Células sin tratamiento, b) Células
tratadas con HzOz.
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Tabla 2. Efecto de la catalasa en células

tratadas con H;O,.

Tratamiente No. micleos Niicleos

analizados  sin dado
Medio 400 393/400
CAT 400 395/400
H;O, 80uM* 0* —
Cat + H,O,80pM 400 147/400
H,QO,40pM 3* 173
Cat + H,0,40pM 400 3457400
H,O, 20uM 15* 0/15
Cat + H,0,20uM 400 360/400
H.O, 5uM 51* 1/51
Cat + H,O, 5uM 400 391/400

*Debido a la toxicidad celular s6lo se pudieron analizar

los niicleos reportados.
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II. Aberraciones cromosémicas

A. Frecuencia de AC

En el cultivo testigo, se puede ver que la frecuencia basal de
AC en las lineas AF-A y AF-B es significativamente mayor a la
obtenida en el cultivo nbnnal {(p= 0.02). Al comparar entre las dos
lineas AF, la frecuencia de AC espontineas en 1a linea AF-B es fa
mds alta y también significativamente diferente a AF-A (p= 0.02)
(figura 9, tablas 3-5).

El tratamiento con CAT produce una pequefa disminucion
en la frecuencia de AC en la linea normal y AF-B; esta diferencia es
significativa s6lo en AF-B (p=0.03); mientras que en la linea AF-A
la CAT no tiene efecto sobre en la frecuencia de AC ( figura 9;
tablas 3-5).

La HU por si sola produce un incremento de AC
comparado con el cultivo testigo para cada linea linfoblastoide. En
1a linea normal el dafio se ve aumentado alrededor de cuatro veces,
en AF-A es un poco mayor a una vez y en AF-B es de
aproximadamente dos veces (figura 9, tablas 3-5), siendo todas
estas diferencias significativas (p=0.02).

En el tratamiento de HU+CAT se observa una disminucion
no significativa de AC en las lineas normal y AF-B con respecto al
cultivo con HU; en la linea AF-A no se observa ninguna
disminucién (figura 9, tablas 3-5).

El tratamiento con MMC tiene un efecto diferente en las
células normales y en las AF; en la linea normal no hay diferencias
entre las frecuencias de AC presentes en los cultivos sin tratamiento
y aquellos tratados con MMC, mientras que en las células AF hay

un aumento significativo de AC producido por este clastogeno
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{figura 9, tablas 3-5). En la linea AF-A este aumento es de seis
veces con respecto a su testigo (p=0.01) y en A¥-B hay nueve veces
mas AC por célula con respecto a su testigo (p=0.02) y al comparar
entre AF-A y AF-B también se encontré diferencia (p=0.02).

Cuando se adiciona CAT a los cultivos tratados con MMC,
no se encuentra una diferencia en la frecuencia de AC comparada
con sus tratamientos correspondientes de MMC en ninguna de las
lineas celulares analizadas (figura 9, tablas 3-5).

En el cultivo al que se adicion6 MMC+HU se encontraron
las frecuencias de AC mas altas en todas las lineas celulares con
respecto a su testigo. La frecuencia de estos tratamientos
combinados es 40% mayor que la frecuencia encontrada con la
sumatoria de los tratamientos individuales en la linea normal; en
AF-A este incremento es del 150% y en AF-B es del 80%
poniéndose en evidencia una potenciacién de dafio en la linea AF-
A y AF-B. El incremento presente en la linea normal es
significativamente menor al de ambas lineas de AF (p=0.02).
Comparando la potenciaciéon de AC, también se encontrd
diferencia significativa entre 1a linea AF-A y la linea AF-B (p=0.02)
(figura 9, tablas 3-5).

Al adicionar CAT a los cultivos con MMC+HU puede
verse una pequefia disminucion en la frecuencia de AC en las tres
lineas celulares con relacidn al cultivo que presenta MMC+HU
(figura 9, tablas 3-5); sin embargo, esta diferencia es significativa
s6lo en la linea normal (p=0.02); vy en AF-A y AF-B no hay
diferencias (p=0.13). Al comparar las frecuencias entre lineas, se

encontrd que Ias tres son significativamente diferentes (p=0.02).
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Tabla 3. Linea linfoblastoide normal NL-6846.

Tratamiento 1°Réplica  2°Réplica 3° Réplica Promedio  Desv.Std.
TESTIGO 0.10 0.04 0.02 0.05 0.04
CAT 0.08 0.02 0.00 0.03 0.04
HU 0.28 0.34 0.20 0.27 0.07
HU + CAT 0.22 0.06 0.18 0.15 0.08
MMC 0.02 0.06 0.06 0.05 0.02
MMC + CAT 0.02 0.02 0.08 0.04 0.03
MMC+HU .42 0.46 0.42 (.43 0.02

MMC+HU+CAT 0.38 0.38 0.40 0.38 0.01

Tabla 4. Linea linfoblastoide AF-A HSC-72.

Tratamiento 1 Réplica  2°Réplica 3" Réplica Promedio  Dooy.Sd,
TESTIGO 0.30 0.26 0.30 0.28 0.02
CAT 0.2¢ 0.32 0.30 0.27 0.06
HU 0.42 0.72 0.76 0.63 0.19
HU + CAT 0.72 0.58 0.72 0.67 0.08
MMC [.58 2.30 2.08 1.98 0.37
MMC + CAT 2.40 1.94 164 1.99 0.38
MMC + HU 5.12 6.94 7.48 6.51 I.24

MMC+HU+CAT 3.68 4.16 5.50 5.11 0.83

Tabla 5. Linea linfobalstoide AF: -B HSC-230.

Tratamiento 1°Réplica 2°Réplica 3* Réplica Promedic  Desv.Std.
TESTIGO 0.56 0.36 0.42 0.45 0.10
CAT 0.24 0.34 0.36 0.31 0.06
HU 1.42 1.78 1.42 1.54 0.21
HU +CAT 0.98 [.54 1.28 1.27 0.28
MMmC 5.28 4.42 4.46 4.72 0.49
MMC + CAT 5.62 4.24 3.36 141 1.14
MMC + HU 12.38 11.64 1024 1142 1.09

MMC+HU+CAT 1046 10.82 8.46 §.91 1.27

En las tablas se presentan las frecuencias de aberraciones cromosémicas
por celula de 50 células apalizadas para cada tratamiento.

CAT (Cawlasa 0.6 mg/ml), HU (Hidroxiurea 2mM), MMC (Mitomicina C 10ng/mi)
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Figura 9. Efecto dela catalasa sobre la potendiacion de AC con MMCHHU.
CAT (Catalasa 0).6mg/mil), HU (Hidroxiurez ZniM),

MMC (Mitomicina C 10 ng/mil)
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B. Distribucion de AC

Para poner en evidencia el comportamiento de Ias
poblaciones celulares AF en contraste con las normales en algunos
de los tratamientos, se agrupd el nimero de células con respecto a
su numero de AC.

En el cultivo sin tratamiento puede verse que las tres
poblaciones celulares presentan Ia mayor parte de las células con
cero AC, y muy pocas células tienen entre cuatro y cinco AC por lo
que estas tres lineas celulares no son diferentes entre ellas (figura
1Ga).

En el cultivo con MMC se observa que hay mayor nimero
de células con considerablemente mas aberraciones en las lineas AF
que las observadas en el cultivo normal. Las lineas AF se
comportan de manera similar entre ellas por lo que el anilisis
estadistico de la distribucién reveld que no hay diferencias (p=0.32)
y que ambas lineas celulares AF son diferentes a la normal
{p=0.009) (figura 10b).

Con el tratamiento combinado de MMC+HU (figura 10c)
no hay diferencias entre la linea AF-A y AF-B, y si hay diferencias
con la linea normal {(p=0.009) (figura 10c) y al agregar catalasa
(MMC+HU+CAT), nuevamente, la poblacién de células normales
es diferente a ambas poblaciones celulares AF (p<0.05) y no hay
diferencia entre AF-A y AF-B (figura 10d). En presencia de CAT
no hay menor ntmero de células con mucho dafto por lo que no es
diferente al cultivo MMC+HU en ninguna linea celular (figura 10c
y d). '
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DISCUSION

L Tratamientos independientes:

El presente trabajo se realizé6 con el fin de probar si la
potenciacion de AC que produce la hidroxiurea en linfoblastos de
AF de los grupos de complementacién AF-A y AF-B tratados con
MMUC, se debe a la liberacion de radicales libres (H,0,).

En el cultivo testigo las lineas AF tienen una mayor
frecuencia de AC espontaneas que la linea nommal lo cual estd de
acuerdo con lo reportado desde 1964 por Schroeder y
colaboradores pues la inestzbilidad cromosdémica caracteriza a éstas
células. Al analizar la frecuencia de AC se obtienen diferencias
significativas enfre las tres lineas celulares (p=0.02); sin embargo la
frecuencia de AC espontineas no es suficiente para distinguir el
fenotipo celular de 1a enfermedad con respecto al fenotipo normal,
ni para distinguir entre distintos grupos de complementacion dado
que, bajo ciertas circunstancias, algumos individuos que no
presentan la AF pueden tener elevadas frecuencias de AC y
también es muy variable la frecuencia espontinea de AC entre
pacientes AF. El analisis de la distribucion de AC no demostrd
diferencia entre las tres lineas celulares para dafio espontineo
reflejando Ia necesidad de utilizar clastégneos especificos como Ia
MMC para hacer un diagnéstico definitivo del padecimiento.

En el cultivo con CAT la frecuencia de AC es semejante al
cultivo sin tratamiento vy s6lo hay reduccion significativa en AF-B
lo cual estd de acuerdo con lo reportado por Nordenson en 1977,
quien utilizd CAT y SOD en linfocitos de sangre periférica de

pacientes de grupo de complementacién desconocido y encontrd
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reducciones significativas en el niimero de AC en los cultivos a los
gue les adicioné CAT con relacién a los cultivos sin tratamiento.
En un segundo estudio, se reportd el efecto de la CAT vy SOD sobre
cultivos de fibroblastos de pacientes con AF de grupo de
complementacién desconocido evaluado con el método de
microniicleos (marcador de dafio cromosdmico); los autores
encontraron una reduccion de dafio en cultivos con CAT (Raj y
Heddle, 1980). EI no encontrar disminuciones significativas del
dafio basal en presencia de CAT en las lineas AF-A y normal en el
presente estudio, probablemente radica en la metodologia ya que en
los trabajos anteriores se agregd la emzima al momento de la
siembra y permanecid en el cultivo hasta la cosecha, mientras que
en este estudio los cultivos estuvieron en presencia de CAT sélo
durante G, en un periodo de 3 horas previz;s a la cosecha. Liama
la atencién que este tiempo fue suficiente para disminuir la
frecuencia de AC en la linea AF-B probablemente porque esta linea
presenta las frecuencias de AC basales mas altas encontradas, su
valor es semejante al reportado por Nordenson en linfocitos AF sin
clasificar, y parte del dafio basal se puede deber a radicales libres.
Cuando las células normales son tratadas con MMC a una
concentraciéon de 10 ng/ml, no presentan diferencias con el cultivo
testigo. Se ha visto tanto en nuestro laboratorio como en otros
trabajos, que Ia respuesta de células nommales a este mutigeno es
altamente variable con frecuencias que van desde 0.0 hasta 0.26
AC por célula (Latt er al, 1975; Sasaki y Tonomura, 1973; datos no
publicados de nuestro laboratorio) y aunque los valores
encontrados en este estudio correponden a un nivel bajo de dailo,
caen dentro de los rangos observados. En ambas lineas celulares

AF hay un aumento significativo en el nimero de AC por la
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hipersensibilidad de estas células a la MMC, como se puso en
evidencia desde 1973 por Sasaki y Tonomura, y esta sustancia
alquilante es ahora una de las principales herramientas diagndsticas
para la enfermedad (Auerbach er al, 1997a; Seyschab, 1995). El
analisis de las frecuencias reveld que no soio hay diferencias entre
la linea normal y las AF, sino que también las lineas AF-A y AF-B
son significativamente distintas, 1o que indica que estos dos grupos
de complementacion se comportan de manera diferente en cuanto a
la sensibilidad que presentan a la MMC; sin embargo, al analizar el
niimero de células con respecto a la cantidad de AC en estas dos
lineas, puede verse que las poblaciones celulares de AF tienen una
distribucidén similar entre elfas v completamente distinta a Ia
normal cuando son tratadas con este mutdgeno (figura 10) lo que
refleja su caracteristica de hipersensibilidad a MMC en contraste a
células normales.

La HU es una molécula con la capacidad de inhibir a la
RNR, por tanto produce deficiencia de dNTPs y, agregada en G,
puede inhibir los procesos normales de reparacion o bien liberar
radicales libres que dafian al DNA en esta fase. En nuestro estudio
encontramos aumento de AC en las tres lineas celulares como se ha
observado por otros autores (Kihlman y Andersson, 1985), sin
embargo ¢l mecanismo por el cual se producen estas AC ain se

desconoce.
IL. Tratamientos combinados:

Al agregar CAT a los cultivos previamente tratados con
MMC no presentan reduccidén de dafio cromosdémico en ninguna

linea celular contrario a lo reportado anteriormente por Raj y
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Heddle en 1980, que al tratar células normales y AF con CAT
encueniran una disminucién de dafio cmmosérﬁico. Como se
menciond anteriormente estos autores agregan la enzima al
comienzo del experimento simultineamente a la adicion de MMC
de manera que la CAT ejerce su actividad a todo lo largo del
cultivo y se sabe que la MMC genera radicales libres que podrian
neutralizarse por la CAT. En este estudio se agregd la MMC que
dafio al DNA durante 24 horas después de las cuales se lavaron los
cultivos y 21 horas después de este lavado se agrego la CAT solo
durante 3 horas en la fase G, de las células cosechadas en mitosis.
El dafio que ocasiond la MMC fue anterior a la proteccion que
pudiera haber ejercido la CAT y resulta dificil que ésta pueda
cotregir el dafio a posteriori dado que 1a vida media de la mayoria de
los radicales libres es muy corta (DeSesso, 1994).

En los cultivos con HU+CAT se encontré una pequefia
disminucién no sigoificativa en la cantidad de AC en las lineas
normal y AF-B y no asi en AF-A. Sila HU produce radicales libres
que dafian al DNA (DeSesso er o, 1994) y la CAT tiene la
capacidad de transformarlos a metabolitos no tdxicos, esperariamos
una disminucion de AC al agregar esta enzima en las tres lineas
celulares. El hecho de no encontrar grandes diferencias entre estos
tratmientos sugiere que el daiio producido por la HU no fue
causado principalemente por la formacién de (radicales libres), sino
que pudiera asociarse a la poca disponiblidad de ANTPs que hay en
la célula en G, mientras Ia HU estd actuando.

Cuando las células son tratadas con MMC e HU se produce
un aumento significativo en el nimero de AC que en AF-A
corresponde a 150%, en AF-B es de 80% y en la linea normal es de
40%, ponéndose en evidencia una potenciacidén de dafio para AF-A
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y una respuesta intermedia en AF-B. la linea AF-B es la mds
sensible tanto a Ia accidén de la HU como a a de la MMC por
separado; sin embargo, la combinacion de estas sustancias causa
cast el doble de la sumatoria de los tratmientos independientes en
AF-B; y en AF-A este valor es dos y media veces mayor. Es
importante tener en cuenta que el gen mutado en el grupo de
complementacién AF-A es diferente al que estd alterado en AF-By
los resultados probablemente sean consecuencia de la funcidn de la
proteina alterada en 1a célula.

Se ha reportado que cuando la HU es aplicada en
combinacidn con otros mutigenos, hay un sinergismo de AC tanto
en linfocitos humanos normales como en células vegetales
(Kihiman y Andersson, 1985; Mateos et al, 1989). Adn con estas
evidencias, no se conoce el mecanismo mediante el cual se presenta
este aumento de dafio cromosdémico. Los autores anteriores
sugieren,, que el dafio producido por HU durante G, en células
previamente tratadas con agentes alquilantes se debe a una
alteracion en el aporte de ANTPs que se requieren en esta fase del
ciclo celular para llevar a cabo la reparaciéon (Kihlman vy
Andersson, 1985; Mateos e al, 1989). El aumento de AC
observado para las lineas AF y normales, podria deberse a la misma
causa ya que un desbalance en las concentraciones de dNTPs
durante la sintesis de DNA Tlleva a mutagénesis y rupturas
cromosémicas (Snyder, 1984) y dado que se ha postulado que el
defecto basico en la AF podria estar en la reparacion post-
replicativa estas células resultaron ser las mas afectadas.

Owo de los mecanismos que puede causar el dafio
observado en las lineas AF estudiadas, es la presencia de H;O;

generado por la HU al reaccionar con €l O;; sin embargo al agregar
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CAT smnultaneamente con la HU en cultivos tratados previamente
con MMC, se produce una disminucion significativa solo en la
linea normal al comparar este tratamiento con MMC+HU. Esta
reduccion, aungue significativa, no llega a los niveles basales de
AC, por lo que el dafio que produce la HU no es causado en su
totalidad por radicales libres. La adicion de CAT en estos cultivos
para lineas AF produce una reduccién no significativa de la
frecuencia de AC lo que demuestra que la potenciacion observada
en culitivos AF con MMC e HU no es causada principalmente por
la prodoccion de H;O, v sus derivados oxidativos, aunque éstos
pueden jugar un papel secundario como causa de daflo

€romosomico.
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CONCLUSIONES

La HU a una concentracibn 2mM causa aberraciones
cromosémicas en las tres lineas celulares cuando agregada
durante Ia fase G, del ciclo celular.

En presencia de MMC, la HU produce una potenciacién de
AC, principalmente en AF-A y respuesta intermedia en AF-B.

La linea AF-B presenta mis AC que AF-A, sin embargo el
aumento de AC en los tratamientos con MMC+HU es mayor
en AF-A.

La CAT no reduce significativamente el dafio producido por la
HU en las lineas celulares AF por lo tanto la HU no produce

potenciacion de dafio cromosdémico por medio de liberacion de
H,0,.
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