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1 RESUMEN

La anemia de Fanconi (AF) es una enfermedad autosémica
recesiva que pertenece a los sindromes de inestabilidad cromosdmica.
Las células de estos pacientes son hipersensibles a los agentes
alquilantes bifuncionales como Ila Mitomicina-C (MMC). Una
caracteristica inherente de estas células es su fase G2 del ciclo celular
alargada que es cuando se realiza la reparacion postreplicativa,
aunqgque también hay evidencias que muestran alteracién en la fase S
como respuesta al dano producido por los agentes alquilantes
bifuncionales. Esta alteracion podria deberse a un desequilibrio de Ia
reserva de nucledtidos ya que en cultivos de linfocitos de estos
pacientes hay reduccion del dafio al agregaries purinas. Los
nucledtidos disponibles para replicar el ADN durante la fase S y para
reparar son dependientes de la accién de la ribonucledtido reductasa la
cual puede ser inhibida con hidroxiurea (HU). Por otra parte, en
estudios previos se observé que el plasma normal es capaz de
disminuir la frecuencia de aberraciones cromosdomicas producidas por
la MMC en linfocitos de pacientes con AF. Por lo anterior, se investigoé
el efecto de la MMC, de ia HU y del plasma humano normal sobre la
sintesis de ADN, en cultivos de linfocitos de cuatro pacientes con
anemia de Fanconi y en cuatro controles normales. Para cada
individuo se sembraron 32 cultivos, la mitad se trataron con MMC por
24 horas, la otra mitad estuvo sin MMC, después de este tiempo, se
lavaron y ambos lotes se reincubaron de la siguiente manera: a) con
solo medio. b) medio+HU. ¢) medio+plasma y d) medio+HU+plasma,
dentro de las siguientes 24 horas se hicieron cosechas cada 6 horas y
las preparaciones se procesaron por la técnica de autorradiografia, se



analizaron 2000 células por cada tratamiento y se registré el namero
de nlcleos que incorporaron timidina tritiada (T3H). Los resultados
indican que las células de sujetos con AF son hipersensibles a la MMC
y a la HU ya que hay una disminucién significativa del numero de
células que incorporaron T3H en cultivos tratados con estos agentes
comparados con los cultivos de células normales. L.a hipersensibiulidad
a la HU no se habia reportado anteriormente y podria ser una
caracteristica adicional del fenotipo de las células AF. E| plasma
normal produce incremento del nimero de células con sintesis de
ADN tanto en células normales como de anemia de Fanconi, en estas
uditimas en la cosecha de 24 horas del cultivo de células tratadas con
HU+plasma, el plasma contribuye a la recuperacion de la poblacién
celular con sintesis de ADN y se pierde la diferencia entre las células

AF con y sin tratamiento con HU.



2 INTRODUCCION
2.1 CARACTERISTICAS CLINICAS

La anemia de Fanconi (AF) fue descrita por primera vez por
Guido Fanconi en 1917, desde entonces a la fecha se ha observado
que en estos pacientes son muy variables las aiteraciones clinicas y el
desarrollo de la enfermedad (Gordon-Smith y Rutherford, 1989; Joenje
y Patel, 2001).

La AF es una enfermedad autosémica recesiva, con una
frecuencia aproximada de uno de cada 300 000 individuos y esta
considerada dentro del grupo de los sindromes de inestabilidad
cromosdmica por presentar aberraciones cromosomicas espontaneas,
sensibilidad a agentes alquilantes bifuncionales, alto riesgo al
desarrollo de neoplasias, anormalidades constitucionales y
maiformaciones congénitas (Timme y Moses, 1988).

La caracteristica clinica clasica del padecimiento es la
pancitopenia que se produce por una falla progresiva en la médula
osea, lo cual afecta a todos los elementos celulares y da como
resultado la aparicién de anemia, leucopenia y trombocitopenia. La
anemia se establece entre los § y 9 afios de edad, aunque hay quienes
la presentan al afio e incluso puede ocurrir en la adolescencia o en
edad adulta.

Otro signo muy comun es la hiperpigmentacion de la piel, la cual
puede ser generalizada, o bien presentarse solo manchas café oscuro



de tamafo variable principaimente en el tronco. También puede haber
Zzonas pequenas de hipopigmentacién o manchas café con leche.

Las malformaciones congénitas se presentan en
aproximadamente el 60% de los casos seglun los datos clinicos de 370
pacientes incluidos en el registro internacional de AF. Entre las
malformaciones congénitas mas frecuentes se encuentran las
anormalidades esqueléticas, en las que principalmente estan afectados
el radio y el pulgar, éste ultimo puede estar ausente, rudimentario,
trifalangico o carecer del primer metacarpiano y su ausencia se puede
asociar con la falta de radio en uno o en ambos brazos. Otras
alteraciones esqueléticas son la microcefalia, micrognatia, microftatmia,
cambios en los centros de osificacion, adelgazamiento de las falanges,
maduracién esquelética retrasada y osteoporosis (Auerbach et al,
1989).

Algunos pacientes presentan alteraciones renales que consisten
en rinones malformados, hipoplasicos o pélvicos, hidronefrosis y/o
cistitis renal congénita. En el sexo masculino es frecuente la hipoplasia
genital y la criptorguidia. Es comun que estos pacientes presenten
bajo peso al nacimiento y retraso en el crecimiento.

Por lo general los pacientes no tienen problemas neuroldgicos,
aunque hay algunos que presentan hiperreflexia que puede estar
acompaiada de retraso mental y también se han presentado pacientes
con ptosis, estrabismo, nistagmus y/o sordera (Harris y Hirchhorn,
1989).

Los pacientes con AF tienen alto riesgo de desarrollar
neoplasias, la mas frecuente es la leucemia mieloblastica aguda,




seguida por la ieucemia monoblastica, la eritroleucemia y la leucemia
aguda no linfoblastica. A pesar de que la susceptibilidad a cambios
malignos esta confinada principalmente al sistema hematopoyético,
también se ha descrito cancer del sistema gastrointestinal y carcinoma
hepatocelular (Harris y Hirchhorn, 1989; McKusick, 1994). Al menos el
20% de los pacientes desarrollan cancer y el promedio de edades para
cada tipo es de 15 anos para la leucemia, 16 para los tumores de
higado y 23 para otros tumores, sin embargo muchos pacientes
mueren de otras causas antes de que puedan desarrollar cancer

(D’Andrea y Grompe, 1997).

2.2 CARACTERISTICAS CITOGENETICAS.

Las células AF presentan inestabilidad cromosémica, la cual se
observé por primera vez en 1964 por Schroeder y colaboradores
quienes encontraron que en los linfocitos de estos pacientes los
cromosomas presentaban de manera espontanea rupturas
cromatidicas y figuras de intercambio (Schroeder et a/, 1964). Este
dafio basal se puede incrementar varias veces por tratamiento de las
células con agentes alquilantes bifuncionales como la mitomicina-C
(MMC), el diepoxibutano (DEB), la mostaza de nitrégeno y el 8-
metoxipsoralen activado con luz ultravioleta (8-MOP+UV) entre otros
(Sasaki y Tonomura, 1973; Novotna et al.,1979).

La MMC es un agente alquilante bifuncional que requiere de
activacion metabdlica para producir enlaces cruzados entre los
oxigenos 6 de dos guaninas adyacentes y genera enlaces cruzados
inter e intrahebra en la molécula de ADN, también produce especies



reactivas de oxigeno tales como superoxido, perdxido de hidrégeno y
radicales hidroxil los cuales pueden formar aductos por si mismos
sobre el ADN (Gutiérrez, 1979).

La MMC es ampliamente utilizada para inducir aberraciones en
células AF, se aplica a concentraciones que van de 10 a 100 ng/ml de
cuitivo, la cantidad de aberraciones y l|la sobrevida celular son
dependientes de la concentracion. La hipersensibilidad de las células
AF a la MMC es un marcador para el sindrome, por lo que se utiliza
para el diagnodstico de la enfermedad ya que esta caracteristica celular
se puede observar antes del establecimiento de la pancitopenia
(Cervenka y Hirch 1983; Frias et a/, 1984), sin embargo; algunos
autores recomiendan hacer el diagndstico con DEB. Este clastégeno
forma los enlaces cruzados entre los nitrégenos 7 de dos guaninas
adyacentes en las hebras de ADN, se utiliza a concentraciones de
0.01, 0.1 y 1 ug/ml de cultivo y produce un incremento significativo de
aberraciones cromosomicas con respecto al valor basal y mas aun con
respecto al incremento producido en células normales (Cervenka y
Hirch 1983).

Las aberraciones cromosdmicas mas frecuentes del fenotipo
celular de AF son las rupturas cromatidicas y las figuras de
intercambio, 1o que indica que éstas deben ocurrir después de la
sintesis de ADN, en las fases S/G2 del ciclo celular. Con menor
frecuencia se observan rupturas y fragmentos cromosdmicos que
también se hacen evidentes si se analizan micronucleos. Otra
alteracion frecuente que se puede observar en los cultivos de células
AF es la alta frecuencia de endorreduplicacién (Dutrillaux et a/, 1979).



2.3 GRUPOS DE COMPLEMENTACION.

Son varios los genes responsables de la AF, esta heterogeneidad
genética se puso de manifiesto al estudiar células de diferentes
pacientes con AF por construccion de hibridos somaticos haciendo
fusion celular con polietilen glicol. Hasta el momento se han
encontrado ocho grupos de complementaciéon designados como AF-A
a AF-G (Joenje et al/, 2000) y la division de la AF-D en dos subgrupos:
AF-D1 y AF-D2 (Timmers et al/, 2001).

El primer gen AF clonado fue el del grupo de complementacion C
(FANCC) se localizd en el cromosoma 9q22.3; los ADNc que
complementaron el defecto en este grupo, tienen un marco de lectura
abierto de 1674 pares de bases que codifican una proteina de 558
aminoacidos, para la cual no se ha encontrado homologia con alguna
otra proteina conocida. Los estudios de inmunofluorescencia con un
antisuero para este polipéptido mostraron que esta proteina se localiza
en el citoplasma y el nucleo (Yamashita et al, 1994).

El analisis de la estructura de la regién codificadora del gen
FANCC mostré que hay 14 exones con un rango de tamarno de §3 a
204 pares de bases (Gibson et al/, 1993a) y se han descrito varias
mutaciones en el gen:

-La transicion de T a C en la base 1661 que resulta en una sustitucion
de la leucina 554 en prolina (L554P) en el exdn 14 (Gavish et a/, 1993).



-En el exén 6 se encontré una mutacién sin sentido que produce ei
salto de un exén (R185X) y el cambio de asparagina por valina
(D195V) (Gibson et a/, 1993b).

-Un corrimiento de marco de lectura por una delecién de G (322delG)
en el exén uno y en este mismo exdn la sustitucion de glicina por un
codon de término (Q13X).

-Una mutacion en el intrén 4 (IVS4+4AaT) que afecta un sitio de corte y
empalme del ARNm de! gen, esta mutacién es la mas frecuente entre
los individuos que pertenecen a este grupo de complementacion
(Verlander et a/, 1994).

Mas tarde, se localizé el gen del grupo de complementaciéon A
sobre el cromosoma 16Qq24.3 por analisis de ligamiento, (Pronk et a/,
1995) y se aislaron los cDNA correspondientes al gen, el cual tiene un
marco de lectura abierto de 4365 pares de bases que codifica para una
proteina de 1455 aminoacidos con dominios de localizacién nuclear (Lo
Ten Foe et al, 1996).

El gen FANCA tiene 43 exones de 34 a 188 pares de bases, en
clonas de cDNA se observaron tres eventos de corte y empalme, que
resultan en la pérdida del exén 37, en una delecidon de 23 pares de
bases en la regién 5" del exén 41 y una insercion GCAG en el extremo
3° también del exdn 41 (lanzano, et al, 1997). El analisis de
polimorfismos conformacionales de una sola hebra de DNA de 97
pacientes no relacionados con mutacién en el gen FANCA dio 85
bandas variantes, 45 probablemente son polimorfismos benignos, y
los 40 restantes pueden ser mutaciones patogénicas, 17 de estas son
microdeleciones/microinserciones asociadas con secuencias repetidas



cortas, por lo que se sugiere que este gen es hipermutable y que el
mecanismo principal generador de mutaciones es el de mal
apareamiento por deslizamiento de hebra (Levran et a/, 1997).

El grupo de compiementaciéon AF-D se encontré por transferencia
cromosdmica mediada por microcélulas, habia complementacion del
fenotipo celular cuando las clonas tenian el cromosoma 3 humano,
especificamente la regiébn entre 3p22 y 3p26 (Whitney et a/, 1995). EI
analisis de mutaciones de este gen entre lineas designadas para el
grupo de complementacién D mostré heterogeneidad, ya que mientras
en la linea PD20 se presentaron mutaciones bialélicas, no se observo
ninguna en la linea HSC62 y al realizar fusién celular hay
complementaciéon entre las dos lineas, por lo anterior a la linea HSC62
se le desighd FANCD1 y a la linea PD20 FANCDZ2, el gen clonado de
esta ultima codifica para una proteina nuclear de 1451 aminoacidos y
tiene dos isoformas, (Timmers et al/, 2001).

El gen FANCE del grupo AF-E se encontré en el cromosoma
6p21-22, el gen aislado codifica una proteina de 536 aminoacidos con
dos regiones potenciales de localizacion nuclear (De Winter et al,
2000a).

FANCF del grupo AF-F se localizé6 en el cromosoma 11p15 y
codifica un polipéptido de 374 aminoacidos con homologia a una
proteina procarionte de unién a RNA (De Winter et a/, 2000b).

El gen FANCG del grupo AF-G, se localizé en el cromosoma
9p13 y es idéntico al gen XRCC9 (De Winter et al/, 1998). La proteina
codificada por este gen se localiza en citoplasma y nucleo, forma un
complejo molecular con la proteina FANCA, in vivo e in vitro. EI




complejo FANCA/FANCG esta presente en células normales y de los
grupos D y E, no se encuentra en los grupos A y G, y esta en niveles
bajos en los grupos B, C y F (Waisfisz et a/, 1999).

Aunque se han clonado seis genes responsables de la AF, de
los ocho grupos de compilementacion descritos hasta la fecha, la
funcién de las proteinas que codifican aun se desconoce. Las
evidencias muestran que FANCA, FANCC y FANCG, forman un
complejo que se localiza en la matriz nuclear y en la cromatina y el
tratamiento con MMC resulta en un incremento de estas proteinas
(Qiao et a/, 2001); también se encontré que las proteinas FANCE y
FANCF participan en el complejo mencionado (Medhurst et al/, 2001).
Este complejo nuclear se puede observar intacto en células del grupo
de complementacion D, lo que indica que FANCD2 y probablemente
FANCD1 participan después de las otras proteinas AF conocidas, la
proteina FANCDZ2 colocaliza y coprecipita con !a proteina de cancer de
mama 1 (BRCA1) implicada en vias de respuesta a dano al ADN
(Garcia-Higuera et a/ 2001).

La prevalencia de los diferentes grupos de complementacion en
un estudio de 245 pacientes AF de diferentes nacionalidades y
analizados por al menos dos de las siguientes técnicas: fusidn celular,
deteccidn de al menos un alelo mutante, y ausencia de la proteina
FANCA, FANCF o EANCG sobre Western Blot, mostré que el 70.2%
pertenecen al grupo AF-A, 0.4% al grupo AF-B, 13.9% al grupo AF-C,
1% al grupo AF-D, 2% al grupo AF-E, 2.5% al grupo AF-F y 9.8% al
grupo G (Faivre et al, 2000).
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La correlacion entre el grupo de complementacion AF y las
alteraciones clinicas y predisposicidn a cancer, mostré que el grupo G
era el mas afectado y con mayor riesgo al desarrollo de neoplasias
(Faivre, 2000).

2.4 OTRAS ALTERACIONES DEL FENOTIPO CELULAR AF

El defecto basico en la AF se desconoce hasta la fecha, una de
las primeras propuestas debido a las caracteristicas citogenéticas
mencionadas con anterioridad ha sido la de una falla en la reparacion
del ADN. (Poon et al, 1974; Fujiwara et al; 1977; Dutrillaux et a/;, 1979),
sin embargo el fenotipo celular de AF presenta otras alteraciones y se
desconoce como una falla en reparacién podrian llevar a ellas, por lo
que hay varias propuestas del defecto basico.

SENSIBILIDAD A RADICALES LIBRES

Algunos autores han encontrado hipersensibilidad de las células
AF a los radicales libres de oxigeno comparadas con las células
normales (Joenje et al/, 1981; Dallapiccola et al, 1985; Schindler y
Hoehn, 1988).

Los agentes que dafian el ADN y que son dependientes de
oxigeno son: el radical libre superdoxido, el perédxido de hidrégeno, el
radical libre hidroxilo y el oxigeno no molecular. Estos radicales se
forman como resultado del metabolismo normal del oxigeno y pueden
producir daino cromosémico ya sea por interaccion directa con la
cromatina o por iniciar lipoperoxidacién cuyos productos interactian
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con la cromatina, o bien por interferir con las enzimas de reparaciéon del
ADN directamente o a través de los productos de lipoperoxidacion.

En condiciones normales los sistemas de defensa antioxidantes
de la célula, que consisten en enzimas tales como superdxido
dismutasa (SOD), catalasa y peroxidasa y atrapadores de radicales
libres de bajo peso molecular, evitan la acumulacién de los productos
del metabolismo del oxigeno y protegen el genoma aun en condiciones
hiperoxigénicas moderadas, lo cual no ocurre en las células AF
(Nordenson, 1978, Guillle et a/, 1987).

Joenje y colaboradores en 1981, observaron que en linfocitos AF
de cuatro pacientes, hay una correlacion positiva de la frecuencia de
aberraciones cromosomicas con la tension de oxigeno. Ademas se han
encontrado pacientes de AF con deficiencia de SOD, esto sugirié que
la condicion de AF podria estar relacionada con una deficiencia en
esta enzima, sin embargo al adicionar SOD a células en cuitivo, se
reducen las rupturas espontaneas e inducidas con MMC tanto en
células normales como de AF, y la adiciéon de catalasa a los cultivos de
AF produce una mayor reduccién del dafno cromosémico que lo
observado con SOD (Sudharsan y Haddle, 1980).

Por los hallazgos anteriores se sugirié que el defecto basico en
las células de AF radicaba en su incapacidad de eliminar los radicales
libres de oxigeno, sin embargo en lineas celulares de AF
inmortalizadas, la sensibilidad a radicales libres se pierde,
conservandose la hipersensibilidad a la MMC (Saito et a/, 1993).
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ALTERACIONES DEL CICLO CELULAR

Una caracteristica inherente de lés células AF es su transito lento
por la fase G2 del ciclo celular (Dutrilaux et a/,1982; Kubbies et a/,
1985), este detenimiento en la fase G2 es mas evidente cuando las
células se tratan con agentes alquilantes bifuncionales como la MMC y
el DEB; esta caracteristica es tan constante que se ha sugerido para
establecer el diagnhostico AF (Seyschab et a/, 1995).

El defecto en la progresion del ciclo celular por la pausa
prolongada de las células en fase G2 y la reducida proliferacién celuiar
en AF llevdé a la propuesta de que hay una falla en el ciclo celular,
especificamente en el punto de restriccién G2/M; sin embargo no se ha
demostrado un mecanismo alterado en este punto de restriccion
(Johnstone et a/, 1997; Heinrich et al, 1998).

El polipeptido FANCC probablemente tiene alguna participacion
en la regulacién del ciclo celular, la expresidon de este se incrementa al
final de la fase S, alcanza su maximo en G2/M y declina durante la
mitosis. La mayor cantidad de FANCC en la célula coexiste con la
mayor cantidad de cdc2 fosforilada y por coinmunoprecipitacion, se
encontré que la proteina no mutada se une a cdc2. La proteina FANCC
normal, se une a cdc2 por la regiédn carboxilo terminal y corrige la
anormalidad en G2 del ciclo celular, sin embargo aun no se conoce la
finalidad de esta unién (Kupfer et a/, 1997).

En células eucariontes varios agentes que causan darfio al ADN
determinan que la célula se detenga en la fase G2, lo cual esta
mediado por el complejo de ciclina B1/cdc2 que funciona en un
mecanismo de retroalimentacion dependiente de dafio al ADN en el
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punto de restriccion G2-M, ya que se requiere de la integridad del
material genético antes de progresar a mitosis. En las células AF que
presentan un tiempo largo en G2, probablemente por una falla en la
reparaciéon del ADN la union FANCC/cdc2 podria tener un papel en el
retraso del ciclo celular (Kruyt et a/, 1997).

También se han encontrado alteraciones en la fase de sintesis
del ADN en las células AF. Classen y colaboradores estudiaron la
sintesis de ADN en fibroblastos de pacientes con AF y normales;
encontraron que con 12 ng de MMC, no hubo efecto en la sintesis
replicativa del ADN en células normales, mientras que en los
fibroblastos de AF se redujo la sintesis ain después de 24 y 48 horas
del tratamiento con el mutageno. Esta reduccion se debié a un
decremento en el numero de células que entraron a fase S, ya que la
timidina tritiada incorporada por las células que sintetizaron ADN fue la
misma en todas las muestras. Los autores sefialaron que la
disminucidn de la sintesis replicativa por MMC no se debio a un efecto
de inhibicidn por las lesiones no reparadas, sino a un bloqueo en la
progresion del ciclo celular (Classen et a/, 1986).

En cultivos de células de AF tratadas con 8-MOP+UV; la tasa de
sintesis semiconservativa empieza a recuperarse 4 horas después del
tratamiento, las células normales y las de la linea AF-B se recuperan
totalmente a las 10 horas, mientras que las células de AF-A en este
mismo tiempo no muestran recuperacién (Moustacchi et al, 1987).

En otro estudio del ciclo celular realizado con la linea AF-C y una
linea normal, se utilizaron diferentes concentraciones de MMC para
producir fa misma cantidad de dafio sobre el ADN de las dos lineas
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celulares y se encontré que después del tratamiento con MMC habia
cantidades equivalentes de células en fase G2/M en ambas lineas, por
lo que la prolongada pausa de las células de AF después del
tratamiento con agentes alquilantes es un resultado secundario al dafo
excesivo causado por estos agentes y no una falla en el punto de
restriccion G2/M. Aunado a esto se observo que en los cultivos de AF
habia una disminucién significativa de células en fase S y un ligero
incremento en G1/S, mientras que las células normales, presentaron
una acumulacion en fase S y una reduccién significativa de células en
G1/S. Sin embargo al investigar una posible falla en el punto de
restriccion de la fase S con la ayuda de HU que inhibe la formacién de
dNTPs necesarios para la sintesis de ADN, no se encuentro alteracion
ya que se acumulan igual numero de céluias en fase G1/S en células
de AF-C y normales tratadas con HU (Heinrich et a/, 1998).

Sala-Trepat y colaboradores observaron la transicion del ciclo
celular en células normales y en cuatro grupos de complementacion AF
(A,B,C,D1), después del tratamiento con 8-MOP+UV, las céluias
normales detienen su progresiéon por la fase S, mientras que las células
AF son ineficientes para detenerse en fase S y la sintesis continua a
pesar de la presencia de dano. El hecho de que la replicacién no se
detenga indica que debe haber sintesis sobre la hebra del ADN antes y
después del darfio, lo que lleva a ia acumulacidn de brechas y rupturas
que aun pueden ser reparadas en la fase G2, asi la acumulacién de las
células AF en la fase G2 seria una consecuencia del controtl ineficiente
observado durante la transicidn por la fase S (Sala-trepat et a/, 2000).



En un analisis realizado mediante autorradiografia, se analizé la
sintesis replicativa después del tratamiento con 8-MOP+UV y se
encontré que las células normales disminuyen la incorporaciéon de T3H
y las células AF (grupos A;B;C y D1) no, lo que indicé que las células
AF presentan "Sintesis de ADN resistente a daino”, particularmente la
falla para detener o retrasar la sintesis de ADN replicativa se da por
agentes alquilantes bifuncionales (Centurion et a/, 2000).

ALTERACION DE CITOCINAS.

La adicién de IL6 al medio de cuitivo también aumenta la
resistencia de las células AF a la citotoxicidad de la MMC, y se ha
observado que la liberacion de esta interleucina al medio es baja en
células AF, sin embargo al adicionar un anticuerpo anti-iL6 al medio
condicionado por células normales y probar su efecto sobre células AF,
se observd que no se inhibe completamente la proteccion por lo que
debe haber otros factores que contribuyen a ella en el medio
condicionado normal (Rosselli et a/ ,1992).

Ademas de esta baja produccion de IL6, hay una
sobreproduccién del factor de necrosis tumoral alfa, ambas citocinas
tienen un papel tanto en el control de mecanismos del desarrolio como
en la respuesta del organismo a situaciones de estrés como
infecciones, dafo celular y cancer (Roselli et a/,1994).
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ALTERACIONES EN APOPTOSIS

Las células de AF tienen una frecuencia de muerte celular
espontanea ligeramente mas elevada que la observada en células
normales. En las lineas celulares AF-C y D, la proteina p53 involucrada
en el control de la apoptosis esta reducida después de tratar a las
células con radiacion gamma, MMC o UV-B (Rosselli et al/, 1995).

Las caspasas son proteinas que median la respuesta de
apoptosis y se encontré que la actividad de la caspasa 3 esta alterada
en AF, no por escasez de proteina sino porque su activacion no se
realiza adecuadamente; la proteina FANCC actia como interruptor en
un paso anterior a la activacién de las caspasas que llevan a ia célula
a apoptosis (Guillouf et al/, 1999).

E! fenotipo celular alterado en AF puede complementarse o
aproximarse a la normalidad por tres mecanismos comunes: uno es la
cocultivacion de células normales con células AF tratadas con MMC,
donde se observa restauracidon parcial de la cantidad de aberraciones
cromosomicas que se producen por este agente en las células de AF
(Zakrzewski y Sperling, 1980; Carnevale y Frias, 1985); otro
mecanismo es por adicibn de medio condicionado por células
normales, esto disminuye la hipersensibilidad al efecto citotéxico
producido por MMC en células AF y produce disminucion de las
aberraciones cromosomicas (Frias et a/, 1992; Rosselli et al, 1992). Por
dltimo, en nuestro laboratorio se ha observado que la adicién de
plasma normal corrige parcialmente la frecuencia de aberraciones
cromosémicas causadas por MMC en células de AF (éarnevale y
Frias, 1985; Frias et al/, 1986). El mecanismo por el cual se
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complementan las células de AF se desconoce, podria ser a través de
las citocinas que liberan las células normales o algun otro factor como

dNTPs.

ALTERACION EN LA RESERVA DE dNTPs.

Se ha probado que la adenina incrementa significativamente la
sobrevivencia de las células AF después del tratamiento con MMC y no
tiene ninguan efecto sin MMC, inclusive con altas concentraciones de
adenina que ya son toxicas para las células normales y producen
incremento del dafo causado por la MMC, en las células AF aun
conserva el efecto de incrementar la sobrevivencia celular, esto sugiere
un requerimiento preferencial de purinas en AF. Ademas, se ha
observado que las células AF son mas sensibles a la accion citotoxica
de los analogos de purina 6-MP y 6TG, esta accion citotoxica puede
ser el resultado de una mayor incorporacion de estos analogos en el
ADN de la células AF. Esta aiteracion en la reserva de purinas puede
estar relacionada con el defecto bioquimico basico de AF ( Frazelle et
al, 1981).

El requerimiento de purinas por las células AF es mas marcado
cuando esta dafado su ADN, esto esta acorde con la hipétesis de que
el defecto basico en AF esta en la reparacion del ADN, ya que las
purinas son sustratos y recursos de energia en este proceso.

La adenosina puede incrementar la reparacion de lesiones en el
ADN, o que sugiere que la deficiencia pudiera estar relacionada con
un nivel bajo de ATP, sin embargo el analisis bioquimico no Io
demuestra y si se ha demostrado que las células AF tienen niveles
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menores de NAD+ con respecto a los cultivos normales. Es probable
que el nivel bajo de NAD+ derive de una alteracidon en su via de
sintesis la cual pudiera ser temporalmente mejorada por el incremento
en el nivel de ATP al tratar a las células con adenosina (Berger et a/,
1982), ya que en células de AF la adenosina disminuye la frecuencia
de aberraciones cromosdmicas en mas del 50% y la niacinamida
también produce disminucién pero en menor proporcion (Pincheira y
Lépez, 1988).

La sintesis de ADN tanto de reparacion como de replicacidon
dependen en gran medida de la concentracién de
desoxirribonucledtidos trifosfato (ANTP) por lo que |la alteracion de la
cantidad de purinas podria traer fallas en ambos mecanismos (Kundel
et al, 1982).

2.5 SINTESIS DE DESOXIRRIBONUCLEOTIDOS

La produccion de dNTPs esta estrictamente regulada y se puede
dar por sintesis de novo y de rescate de productos de degradacién.

En la sintesis de novo participan varias enzimas: la
ribonucledtido reductasa (RR), la dCMP desaminasa, la timidilato
sintetasa, la dUTPasa y las desoxirribonucledétido cinasas (Figura 1).
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Figura 1. Sintesis de novo de los desoxirribonucleétidos
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Los dNTPs se sintetizan a partir de ribonucledtidos difosfato por
reduccion del carbono 2 del azucar y las enzimas que catalizan esta
reaccidn son llamadas ribonucleétido reductasas y se conocen tres
tipos:

1. Las que contienen Fe (lll) no hemo en su sitio activo.

2. Las que utilizan cofactores 5-desoxiadenosilcobalamina (coenzima
B12) y

3. Las dependientes de manganeso.

Las 3 se encuentran en procariontes y con excepcion de
especies unicelulares, todos los eucariontes tienen la variedad uno
(Reichard, 1988).

Las sintesis de los cuatro dNTPs en las cantidades requeridas
para la sintesis de ADN se logra por un mecanismo de
retroalimentacion ya que el mantenimiento de las cantidades
intracelulares de dNTPs es esencial para el crecimiento normal de la
célula. Una alteracion en el balance es mutagénico, ya que la
probabilidad de que un dNTP sea incorporado errébneamente en la
cadena creciente de ADN se incrementa con su concentracion relativa
a los otros dNTPs (Reichard y Ehernberg, 1983).

La cantidad especifica de dNTP en la célula no ha sido bien
establecida ya que los reportes de varios laboratorios son diferentes
incluso con la misma linea celular. Las variaciones en la concentracion
dependen del estado del ciclo celular en el que se encuentre la céluia.
Hay mayor cantidad en S y G2 y menos en GO0, usualmente hay mas
pirimidinas que purinas. Los dANTP se sintetizan en el citoplasma (la
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localizacion de ia RR es citoplasmica), y deben entrar al nicleo antes
y durante ia fase S, la envoltura nuclear no tiene barreras para ellos y
ademas tiene proteinas que se unen a ellos con alta afinidad
(Reichard, 1988).

2 RIBONUCLEOTIDO REDUCTASA

La enzima Ribonucledtido Reductasa (RR) tiene una estructura
general de o2, B2 donde las a2 son dos subunidades idénticas
denominadas M1 en eucariontes y B1 en bacterias. Las 2 llamadas
M2 y B2 en los organismos correspondientes, forman un dimero cuya
secuencia de aminoacidos demuestra un alto grado de homologia en
varias especies incluyendo eucariontes, bacterias y virus ya que es el
que contiene el centro de radical tirosil fierro necesario para la

actividad de la enzima.

Le enzima que mejor se conoce es la de E. coli, en la cual las
dos subunidades B1 (160Kd) y las dos B2(78Kd) juntas forman el sitio
activo de la enzima. Cada subunidad B1 contiene un par sulfhidrilo con
actividad redox y 2 sitios de union a efectores independientes que
controlan la actividad catalitica de la enzima y la especificidad al
sustrato. Cada una de ias subunidades B2 tienen un Fe Il no hemo y
juntas forman un grupo Fe-O-Fe que interactida con la tirosina 122
sobre una de la subunidades B2 para formar un radical libre tirosil poco
usual, por eso la enzima tiene solo un sitio catalitico activo (Voet y
Voet, 1990).
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El mecanismo de reaccién de RR ocurre via un proceso mediado
por el radical libre en el cual los equivalentes reducidos se suplen por
formacién de un enlace disulfuro en la enzima; un aspecto importante
de la enzima es su habilidad para mantener normalmente el estado de
radical altamente reactivo indefinidamente.

La actividad de la enzima puede inhibirse con hidroxiurea (HU)
pero se puede restaurar in vitro por la simple adicién de Fe Il y acido
ascorbico en presencia de oxigeno, sin embargo in vivo la
regeneracion del radical requiere de 4 proteinas y de oxigeno:

1. Flavin oxidoreductasa dependiente de NADPH, la cual participa en la
generacion del radical tirosil y libera al ion superdxido.

2. Superdxido dismutasa que elimina el radical superdxido.

3. Catalasa para completar el proceso de detoxificacion del radical
oxigeno por convertir el peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno.

4. Una proteina cuya funcidbn se desconoce pero que puede ser
reemplazada in vitro por Fe Il (Voet y Voet, 1990).

2.7 HIDROXIUREA

La HU se sintetizé6 en 1869 y al probarse en animales produjo
leucopenia, anemia y muerte; posteriormente se demostroé su actividad
en varios tumores por su habilidad para inhibir la sintesis de ADN y por
su efecto sinérgico con otras drogas anticancerigenas. Las células
expuestas a este agente, progresan en su ciclo celular y se acumulan
en fase S, de tal forma que a las 24 horas se puede encontrar el 86%
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en fase S, y pueden detenerse en esta fase hasta que mueren (Yarbro,
1992).

Especificamente, la HU destruye el radical tirosil de la RR por lo
que se ha tilizado como herramienta para estudiar el efecto del
decremento de dNTPs sobre la sintesis de ADN, al interaccionar la HU
con la RR, detiene la sintesis de ADN a los pocos minutos,
principalmente produce disminucion de los nucleédtidos de purina ya
que el dTTP se puede incrementar (este incremento no se da por
aumento en la sintesis de este nucledtido sino como resultado del
bloqueo de su utilizacién y la importacién de éste). Los cultivos
celulares con tratamiento prolongade de HU pueden producir
resistencia a la droga por el incremento de la actividad del dimero M2,
ya sea por aumento de transcripcion y/o por amplificacion génica
(Yarbro, 1992).

Durante la sintesis de ADN, la célula debe ir formando de novo
los dNTPs, por lo cual en presencia de la HU se inhibe fuertemente
este proceso, con respecto a la reparacion hay reportes que sugieren
que la HU no produce efecto y otros contradictorios, dependiendo de
las condiciones experimentales ya que para reparar poco dafo los
precursores preexistentes pueden ser suficientes (Friedberg y
Hanawalt, 1981).

La inhibicion de la sintesis de ADN por HU tiene varias
consecuencias: transporte de dNTPs del medio al interior de la célula,
decremento de purinas, aparicion de hebras cortas de ADN similares a
los fragmentos de Okasaki (al tratarse las células con este agente en
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fase S), muerte celular y rupturas en el ADN maduro que se asume
inducen procesos de reparacion en el ADN (Reichard, 1988).
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3 JUSTIFICACION:

En trabajos previos realizados en el laboratorio de citogenética
del Instituto Nacional de Pediatria se encontré que el plasma humano
normal disminuyd la frecuencia de aberraciones cromosdomicas de
linfocitos de pacientes AF tratados con MMC. Esta disminucion podria
deberse ya sea a que el plasma contiene factores que participan en la
reparacion del ADN o bien, que promueven la divisidon celular y hacen
que proliferen las células con menor dano. Por otra parte existen
evidencias de que las células AF presentan disminucidon del dafo al
adicionarles dNTPs, esto puede indicar un desequilibrio en la reserva
de nucledtidos y la adicidn de plasma permite aminorar esta falla, sin
embargo para estudiar una posible alteracidn en la reserva de dNTPs
es adecuado utilizar la HU porque interfiere con la funcion de la RR
que es la enzima encargada de la sintesis de los dNTPs. Dado que la
disminucidn del dafio producido por la MMC al adicionar plasma a los
cultivos AF se observd en metafase, en este trabajo se determinara en
la fase S del ciclo celular la respuesta a la MMC, al plasma y a la HU.
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4 OBJETIVO

Investigar el efecto de la adicion de HU y de plasma humano
normal en la sintesis replicativa de ADN de cultivos de linfocitos AF
tratados con MMC.

5 HIPOTESIS

5.1 Si las células AF son mas sensibles a la accién de la HU que las
células normales, entonces el numero de células en sintesis de ADN
sera significativamente menor en cultivos AF comparado con los
cultivos de células normales.

5.2 Si el plasma humano normal, es capaz de corregir el darno
conferido por MMC y/o HU, entonces se observara una recuperacion
del nimero de células con sintesis de ADN cuando se adiciona plasma

normal.
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6 METODOLOGIA:
6.1 POBLACION DE ESTUDIO

Se estudiaron cuatro pacientes con diagnostico clinico y
citogenético compatible con AF:

El paciente 1: femenino de 14 arios, inicié la pancitopenia a los 8
afos de edad, presenta hipoplasia de pulgar izquierdo, hipoplasia renal
y talla normal; En el estudio citogenético se encontraron 0.72
aberraciones cromosdmicas por célula (ab/cel) como basal y 5.8
ab/cel con 80 ng de MMC.

El paciente 2: femenino de 12 anos de edad, con pancitopenia
desde los 6 afos, presenta microcefalia, luxacion congénita de cadera,
hiperlordosis lumbar, xifoescoliosis, hiperpigmentacién de la piel y
retraso en el crecimiento. El estudio citogenético mostré una frecuencia
basal de 0.2 ab/cel y con 80 ng de MMC 6.05 ab/cel.

El paciente 3: masculino de 18 afios, hermano de la paciente 2,
inicid la pancitopenia a los 10 anos, presenta microcefalia, hipoacusia,
hiperpigmentacién de la piel, manchas café con leche y talla baja.
Citogenéticamente presenté 0.52 ab/cel y con 80 ng de MMC 6.62
ab/cel.

El paciente 4: masculino de 4 arfios, con hipopiasia radial
bilateral, ausencia de pulgar izquierdo, retraso psicomotor moderado y
talla baja. A nivel citogenético se reportaron 1.2 ab/cel y con 40 ng de
MMC 2.26 ab/cel, con 80 ng de MMC no hubo proliferacion dei cultivo

celular.
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Se incluyeron también a cuatro adultos jovenes sanos que
colaboraron voluntariamente con el estudio, NL-1 y NL-2 mujeres y los
NL-3 y NL-4 varones.

6.2 CULTIVO DE LINFOCITOS

Se obtuvo muestra de sangre periféerica con una jeringa
previamente heparinizada de los cuatro pacientes con AF y de los
cuatro individuos normales. De cada sujeto se hicieron 32 cultivos de
linfocitos en tubos estériles de 11 ml con 4.5 ml de medio McCoy’s 5A
modificado (GIBCQO), 0.1 ml! de fitohemaglutinina (GIBCQO), 0.02 mi de
antibidtico (penicilina-estreptomicina) (GIBCO) y 0.4 ml de sangre, se
incubaron a 37°C.

Los cultivos de cada individuo se dividieron en dos grupos: con
MMC y sin MMC.

A cada uno de los 16 cultivos del primer grupo se les agregaron
40 ng/ml de MMC (Sigma), a las 24 horas de incubacién y a las 48
horas se lavaron dos veces con solucién isotonica de NaCl al 0.9%
para tener un tratamiento de 24 horas con MMC. Sé reincubaron con
cuatro diferentes tratamientos:

1. Cuatro tubos con 5§ ml de medio McCoy’s.

2. Cuatro tubos con § mi de medio McCoy’s mas HU [0.002 M]
(Amersham).

3. Cuatro tubos con 4.5 mil de medio McCoy’s y 0.5 ml de plasma

humano normal fresco.
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4. Cuatro tubos con 4.5 ml de medio McCoy’s mas HU [0.002M] y
0.5 ml! de plasma humano normal.

Los 16 cultivos del segundo grupo aunque no tenian MMC,
también se lavaron a las 54 horas con solucién isoténica una sola vez y
se reincubaron en las mismas condiciones que los anteriores.

6.3 COSECHA

Se realizaron cosechas de cada tratamiento a las 6, 12, 18 y 24
horas después de la reincubacion; dos horas antes de cada cosecha
se dio un pulso de 1 uCi/ml de timidina metil 3H (T3H) con una
actividad de 6.70 Ci/mmol (Amersham).

Una vez transcurrido el tiempo de T3H, se centrifugaron los
cultivos a 400 g por 10 minutos, se desechd el sobrenadante, se
incubd el paquete celular 10 minutos con solucién hipotdonica de KCI
0.075 M (Merck), se centrifugaron, se elimind el sobrenadante y se fijo
el paquete celular con metanol - acido acético 3:1 (Merck), se dejaron
reposar 10 minutos después de los cuales, se centrifugaron y se
eliminé el sobrenadante tantas veces como fue necesario hasta
obtener un paquete celular blanco y el sobrenadante transparente.

Las laminillas se prepararon por goteo del! material celular en
portaobjetos frios y se dejaron secar al aire.

6.4 AUTORRADIOGRAFIA

En un cuarto oscuro con luz roja de seguridad (Filtro Kodak
Wratten No. 2 con bombilla de 15 volts) se fundié la emulsion
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fotografica NTB 2 (Kodak) en bafio Maria a 40°C, se preparé una
solucién 1:1 de NTB 2 y agua destilada tibia, se sumergieron las
laminillas con el material celular en esta solucién una por una por 20 3
segundos, se dejaron secar al aire y se guardaron a 4°C en la
oscuridad por 7 dias.

Revelado vy fijacion:

En el cuarto oscuro, se colocaron ias laminillas en revelador D19
(Kodak) por 3 minutos, se transfirieron a un bafo de paro (acido
aceético 1.79% y sulfato de sodio anhidro 4.5%) por 3 minutos y luego a
fijador acido (Kodak), se dejaron 3 minutos y se lavaron en agua
corriente por 10 minutos. Las laminillas se tifieron con Giemsa
(Merck) al 10% en amortiguador de fosfatos pH 6.8 durante 3 minutos.

6.5 ANALISIS

Las laminillas fueron codificadas por una persona ajena al
estudio para hacer el analisis en ciego. Se contaron 2000 nucleos para
cada tipo de tratamiento, por cada tiempo de cosecha y por individuo.
Los nucleos marcados con granulos de plata indicaron la incorporacion
de T3H por sintesis de ADN y se consideraron maré:ados aquellos que
por lo menos tuvieran el doble de marca que la observada de fondo en
una area igual a la ocupada por el nicleo.

Para comparar los resultados del numero de nucleos se realizd
un analisis de varianza (ANOVA) mudltiple tipo Ill con tres factores: 1)
estado de salud (AF o normal); 2) tratamientos (testigo, plasma, MMC,
MMC+ ptasma, HU, HU+ plasma, MMC+HU, MMC+HU+ plasma) y 3)
tiempo de cosecha (6, 12, 18 y 24). Las comparaciones particulares de
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pares de tratamientos se realizaron por medio de la prueba de Student-
Newman-Keuls, donde se utilizé el valor de LSD (diferencia minima
significativa) obtenido de la ANOVA (Sokal y Rohis 1969).
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7 RESULTADOS
El analisis se realizé en 2000 nlcleos de cada tratamiento y se

registraron solo aquellos que tenian marca por incorporacién de T3H,
la marca nuclear fue principalmente de dos tipos, una marca densa en
donde el nucleo quedd cubierto completamente por los granulos de
plata y una marca escasa, donde los granulos de plata se observan
dispersos. Los cultivos con HU solo presentaron nucleos con esta
ultima marca tanto en células normales como de AF (figura2).

7.1 CULTIVOS TESTIGOS

En los cultivos sin tratamiento el nimero de nucleos marcados no
fue significativamente diferente entre cada tiempo de cosecha y
representd aproximadamente el 50% de las células analizadas. No
hubo diferencia estadisticamente significativa entre las curvas
formadas por los datos de las cuatro cosechas de cultivos AF y los

normales (cuadro1).

7.2 TRATAMIENTO CON MMC

En cultivos normales con MMC se observé una curva sin
variacion en los cuatro tiempos de cosecha, lo que indica que la MMC
no tiene efecto en la tasa de sintesis de las células normales.

En los cultivos AF se observé una disminucion significativa
(p<0.05) del numero de células marcadas por sintesis de ADN, esta
disminucién fue de aproximadamente 8% en la cosecha de 6 horas y
alcanzé un 54% en la cosecha de 24 horas (cuadro 2, figura 3).
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TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Figura 2. Tipos de ndcleos observados tanto en células
normales como de AF.

A) nuicleos sin marca que no tubieron sinteis de ADN y nlcleos
densamente marcados por incorporacion de la timidina tritiada
durante la sintesis del ADN, esta marca fue tipica de cultivos sin
HU.

B) nuicleo con escasa marca caracteristica de cultivos con HU.
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COSECHA

NL 1 NL 2 NL 3 NL 4 Prom. c
6 hs 942 210 876 853 720 + 3423
12 hs 941 478 - 974 1039 858 *+ 256.6
18 hs 1090 950 944 1098 1020 =+ 85.0
24 hs 1067 992 964 1011 1008 =+ 43.5
AF 1 AF 2 AF 3 AF 4 Prom. o
6 hs 975 9186 707 847 861 + 1182
12 hs 824 784 906 946 865 + 74.1
18 hs 923 1067 998 1067 1013 = 68.7
24 hs 956 1088 1065 941 1012 74.7

Cuadro 1; No. de nucleos con marca obtenidos de los cultivos testigo, no
hay diferencia significativa entre los individuos, ni entre los tiempos de cosecha,
ni entre cultivos normales y de AF.

TESIS CON j
EALLA DE ORIGEN
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COSECHA

NL 1 NL 2 NL 3 NL 4 Prom. o
6 hs 866 875 854 1080 919 + 107.8
12 hs 995 872 1025 926 954 + 68.9
18 hs 964 912 955 1018 962 * 43.5
24 hs 1018 880 915 862 919 * 69.7
AF 1 AF 2 AF 3 AF 4 Prom. o
6 hs 734 957 708 780 795 * 1122
12 hs 710 765 610 648 683 * 68.3
18 hs 639 994 507 536 669 * 2239
24 hs 501 769 161 432 466 + 249.8

Cuadro 2; No. de nucleos con marca obtenidos de los cuiltivos de linfocitos
tratados por 24 horas con MMC, el tiempo de cosecha representa las horas
después de retirar la MMC. Hay diferencia significativa (p<0.05) entre
cultivos normales y de AF.
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No. DE NUCLEOS MARCADOS
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Figura 3. Efecto de la MMC: En los cuitivos AF se observa una disminucién
significativa (p<0.05) del niumero de nicleos que incorporaron T3H por
sintesis de ADN comparados con los nucleos obtenidos en los cultivos
testigos y con los observados de cultivos normales, ya que la MMC
no afectd la tasa de sintesis de las células normales.
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7.3 TRATAMIENTO CON HU

Se observaron dos efectos, uno sobre la densidad de marca y
otro sobre el numero de nldcleos marcados. La HU produjo una
evidente disminucién de la densidad de marca, esta escasa
incorporaciéon de T3H indicé que las ceélulas empezaron la sintesis y
pararon, esto se observd tanto en linfocitos de individuos normales
como AF (figura 2B).

En cuanto al niumero de nucleos marcados en cuitivos de células
normales hubo una ligera variacidon no significativa con respecto a la
curva sin tratamiento probablemente debida al bloqueo de la sintesis,
mientras que en los cultivos de células AF se observd una disminucion
significativa (P<0.05) en el numero de nucleos marcados, que a las 6
horas fue del 90% y en la cosecha de 24 horas aun permanecia con un
34% de disminucion con respecto al cultivo sin tratamiento (cuadro 3,

figura 4).

7.4 TRATAMIENTO CON PLASMA HUMANO NORMAL.

La adicién de plasma humano normal a los cultivos produjo un
incremento en el nimero de nucleos que realizaron sintesis de ADN
comparados con el cultivo testigo, tanto en células normales como de
AF y fue estadisticamente significativo solo en células normales
(p<0.05) (cuadro 4, figura 5).
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COSECHA

NL 1 NL 2 NL 3 NL 4 Prom. o
6 hs 510 617 723 645 624 ES 88.1
12 hs 745 968 1113 881 927 * 1544
18 hs 886 1317 1242 1081 1131 = 191.0
24 hs 813 1056 1193 993 1013 == 157.7
AF 1 AF 2 AF 3 AF 4 Prom. c
6 hs 19 238 55 19 83 + 104.9
12 hs 311 542 392 187 358 + 148.8
18 hs 745 912 472 S0 555 * 358.0
24 hs 817 1147 563 140 664 +* 425.7

Cuadro 3; No. de nucleos con marca obtenidos de los cultivos de linfocitos
tratados con HU, el tiempo de cosecha representa las horas de tratamiento
con esta sustancia, hay diferencia significativa (p<0.05) entre cultivos
normales y de AF.

raig CON
FALLA DE ORIGEN
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No. DE NUCLEQOS MARCADOS
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Figura 4. Efecto de la HU: la tasa de sinteis de las células normales no se
afecta con la HU, mientras que las células de AF muestran sensibilidad
a esta, ya que disminuye significativamente (p<0.05) el nGmero de
nucleos que entraron a la fase S, con respecto a los cultivos testigos

y a los normales.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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COSECHA

6 hs

12 hs

18 hs

24 hs

6 hs

12 hs

18 hs

24 hs

NL 1
1071
1237
1274

1276

AF 1

900

1071

1050

1002

NL 2
844
870
1069

1086

AF 2

950

967

1032

1128

NL 3

1075

1162

1207

1091

AF 3

627

878

1009

1089

NL 4
650
923
880

952

AF 4

948

1011

1112

916

Prom.
910
1048
1107

1101

Prom.

856

982

1050

1034

+

*

204.2

178.9

174.0

133.1

154.6

81.2

44.1

94.5

Cuadro 4; No. de nucleos con marca obtenidos de los cultivos de linfocitos

tratados con plasma, el tiempo de tratamiento corresponde al tiempo de
cosecha, no se encontraron diferencias significativas.
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No. DE NUCLEQOS MARCADOS
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Figura § Efecto del plasma: El plasma incrementa el nimero de nucleos
marcados pero no es preferencial para los cultivos de AF.
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7.5 CULTIVOS TRATADOS CON MMC Y POSTERIORMENTE CON
HU.

Con respecto a los cultivos normales tratados con sdélo MMC
(cuadro 2), los cultivos MMC-HU, presentaron una disminucion del 44%
de nucieos marcados tinicamente en la cosecha de 6 horas, ya que en
las siguientes cosechas se observé una recuperacion inmediata de la
poblacidn celular con sintesis de ADN (cuadrc 5, figura 6).

En cultivos AF con MMC-HU, se observé un drastico efecto, en la
cosecha de 6 horas s6lo hubo 6% de nucleos con marca comparado
con los cultivos que unicamente tenian MMC, y aunque la curva es
semejante a la normal permanece muy por debajo de ésta (cuadro 5,
figura 6). Los cultivos con estos tratamientos pusieron en evidencia una
diferencia significativa (P<0.05) entre céluias normales y de AF.

7.6 CULTIVOS TRATADOS CON MMC Y POSTERIORMENTE CON
PLASMA.

El plasma humano normal no produjo efecto significativo en la
sintesis de ADN tanto en cuitivos normales como de AF expuestos por
24 horas a la MMC y aunque se encontré6 mayor numero de nucleos
marcados con respecto a los cultivos que solo tenian MMC, la
tendencia de las curvas a disminuir en la cosecha de 24 horas se
conservo (cuadro 6, figura 7).
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COSECHA

6 hs
12 hs
18 hs

24 hs

6 hs

12 hs

18 hs

24 hs

NL 1

444

961

1196

735

AF 1

132

289

‘651

507

NL 2

521

1058

1284

841

AF 2

206

744

406

NL 3

458

1039

1344

936

AF 3

17

NL 4

664

874

923

853

AF 4

65

163

141

79

Prom.

522

983

1187

841

Prom.

50

231

252

100.6

83.9

186.0

82.5

62.3

57.7

330.6

240.8

Cuadro 5; No. de nlcleos con marca obtenidos de los cultivos de linfocitos

tratados con MMC + HU, hay diferencia significativa (p<0.05) entre los

cultivos normales y los de AF.
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No DE NUCLEOS MARCADQOS

6 12 18 24
TIEMPO DE COSECHA
[— YV AFsMMC <~ dr - -NLeMMC<PL - - 3¢ - ~AFsMMC+PL |

Figura 7 Se observa el efecto del plasma en cultivos tratados previamente
con MMC, hubo un incremento no significativo de nuicleos con marca, no
preferencial para cultivos AF como se esperaba.
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COSECHA

NL 1 NL 2 NL 3 NL 4 Prom. o
6 hs 914 1007 980 857 939 £ 67.5
12 hs 979 1058 1203 966 1051 =+ 108.9
18 hs 1015 1016 1254 864 1037 = 161.2
24 hs 1129 780 1026 938 968 + 147.8
AF 1 AF 2 AF 3 AF 4 Prom. o
6 hs 912 798 719 901 832 * 91.4
12 hs 840 1214 614 505 793 + 3133
18 hs 627 1030 585 665 727 + 204.8
24 hs 594 868 479 502 611 + 178.6

Cuadro 6; No. de nticleos con marca obtenidos de los cultivos de linfocitos con
MMC + PLASMA, el plasma no produce diferencia significativa con respecto a
los cultivos que solo tienen MMC.
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No. DE NUCLEOS MARCADOS

/\ o —
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Figura 6 Se observa el efecto de la HU sobre cultivos que fueron tratados
previamente con MMC, ambos tratamientos producen la mayor diferencia
entre las células normales y de AF, ya que estas tltimas presentaron
hipersensibilidad a los dos agentes, representada como un namero muy
bajo de células que pueden realizar sintesis de ADN.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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7.7 CULTIVOS TRATADOS CON HIDROXIUREA Y PLASMA.

En cultivos normales bajo este tratamiento, el plasma produjo un
incremento no significativo de nuicleos con marca, sin embargo el pico
maximo de nudcleos marcados se presentd 6 horas antes de lo
observado en el cultivo con HU Gnicamente (cuadro 7, figura 8).

En los cultivos de células AF el plasma indujo un incremento
significativo (P<0.05) de nucleos marcados con respecto a los cultivos
con sélo HU, este incremento fue mayor conforme aumentd el tiempo
de cosecha, de manera que en la de 24 horas casi alcanzod los niveles
de nicleos marcados de los cultivos sin tratamiento (cuadro 7, figura

8).

7.8 EFECTO DEL PLASMA EN CULTIVOS TRATADOS CON MMC-
HU.

El plasma humano normal incremento de manera
estadisticamente significativa (P<0.05) el ndmero de células con
sintesis de ADN tanto de cultivos normales como de AF, sin embargo
este nimero permanecidé muy por debajo en los cuitivos AF comparado
con los normales. Se conservé el mismo patron de la curva que se
produjo en los cultivos con MMC e HU (cuadro 8, figura 9).
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COSECHA

NL 1 NL 2 NL 3 NL 4 Prom. o
6 hs 668 715 781 697 715 + 47.9
12 hs 1082 1064 1491 1320 1239 = 204.4
18 hs 1108 1330 1171 938 1137 = 1621
24 hs 1026 1036 1191 891 1036 + 1227
AF 1 AF 2 AF 3 AF 4 Prom. o
6 hs 56 252 13 57 94 + 107.0
12 hs 679 784 448 286 549 + 224.7
18 hs 926 1080 601 567 793 + 2503
24 hs 1146 1308 952 380 946 + 404.7

Cuadro 7; No. de nicleos con marca obtenidos de los cultivos de linfocitos con
HU + PLASMA, con excepcion de AF 4, el plasma contribuye a que se alcance el
ntmero de células en sintesis que la observada en los cultivos testigo.

[ ESIs con
| FALLA DE ORIGEN
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No. DE NUCLEOS MARCADOS

TIEMPO DE COSECHA
[———NL+HU ————AF+HU - - & - -NL*HU+PL - - 3¢ - ~AF+HU+PL |

Figura 8 Se muestra el resultado de adicionar a los cultivos HU y plasma
humano normal,este ultimo contrubuye a restaurar la tasa de sintesis de
las células AF enla cosecha de 24 horas.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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COSECHA

NL 1 NL 2 NL 3 NL 4 Prom. o
6 hs 424 798 770 765 689 + 177.4
12 hs 1020 1435 1444 980 1220 = 254.3
18 hs 1261 1550 1261 1248 1330 + 146.8
24 hs 1363 1823 1076 1083 1261 = 219.8
AF 1 AF 2 AF 3 AF 4 Prom. o
6 hs 297 179 46 102 156 + 108.7
12 hs 418 460 521 87 371 + 194.3
18 hs 697 1070 568 225 640 + 349.1
24 hs 619 482 344 248 423 + 162.0

Cuadro 8; No. de nlucleos con marca obtenidos de los cultivos de linfocitos con
MMC + HU + PLASMA, el incremento de nicleos con marca fue significativo con
a los cultivos con solo MMC y HU (p<0.05), sin embargo se mantiene la
diferencia entre las células normales y las de AF.

T TvsIS CON J
\ FALLA DE ORIGEN
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No. DE NUCLEOS MARCADOS
o 8 5 8 8 8 8 EE E B

6 12 18 24
TIEMPO DE COSECHA
[;NLOMMCOHU ——AF+MMC+HU - = o - “NLeMMC+HU+PL - - 3¢ - -AFOMMC'HUOPq

Figura 9 Se observa el efecto del plasma en cultivos donde se da la mayor
diferencia entre células normales y de AF, MMC-HU, el incremento que se
produce en numero de nucleos con Sintesis de ADN es similar en células
normales y de AF.
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8 DISCUSION

En este trabajo se estudiaron los efectos de la MMC, la HU y el
plasma, sobre la sintesis de replicacion del ADN, evaluada durante
dos horas de incorporacién de T3H en cuitivos de linfocitos de cuatro
pacientes AF y cuatro individuos normales. Las curvas casi planas
obtenidas de los cuatro tiempos registrados en los cultivos testigo tanto
de células normales como de AF se deben a que el registro no empezd
en el tiempo cero de cultivo y tampoco hubo sincronizacién celular por
lo que la probabilidad de tener un nimero de células en fase S era la
misma e independiente para cada tiempo de cosecha.

8.1 EFECTO DE LA MMC.

La MMC produce inhibicion de la sintesis semiconservativa ya
que las lesiones en el ADN impiden la iniciacion de replicones,
bloquean la progresion de la horquilla de replicacion o bien afectan la
velocidad de elongacion de la cadena hija (Friedberg y Hanawalt,
1981). No obstante, en las células normales no hubo diferencia del
nimero de nucleos con sintesis de ADN en cultivos con y sin MMC,
posiblemente porque se recuperan rapidamente del dano. En las
células AF que han demostrado gran sensibilidad a los agentes
alquilantes bifuncionales como la MMC (Sasaki y Tonomura, 1973;
Novotna et a/;, 1979) la disminucion piogresiva del niumero de células
con marca indicd que estas céluias no pudieron recuperar su tasa de
sintesis de ADN. Aunque el analisis de la densidad de marca fue
cualitativo (figura 2), no se observé una menor incorporacion de T3H
por nucleo con este tratamiento. Estos resultados estan de acuerdo
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con lo reportado por Classen y colaboradores (1986) quienes
encontraron que después del tratamiento con MMC hubo reduccidn en
la incorporacién de T3H analizada por citometria de flujo pero mediante
autorradiografia no encontraron un decremento de marca por area
nuclear con respecto a los nucleos sin tratamiento por lo que ia
disminucion de la incorporacion de T3H se debid a la disminucién en el
nimero de células que se encontraban en sintesis replicativa.

Centurion y colaboradores (2000) mediante autorradiografia
analizaron la incorporaciéon de T3H y encontraron que después del
tratamiento con 8-MOP+UV hay menor incorporacion en las células
normales que en las de AF, los autores proponen que las células
normales detienen su sintesis de ADN seguramente para poder
realizar la reparacion y las de AF no, lo que indico que las células de
AF tienen una "Sintesis de ADN resistente a Dano". En nuestro trabajo
no se pudo observar este efecto con la MMC debido al largo tiempo de
exposicidon a la T3H (dos horas), mientras que Centurion y
colaboradores soélo la dejaron 30 minutos |0 que les permitié observar
nucleos no saturados de marca radioactiva.

Por otra parte, Moustacchi y colaboradores (1987) trataron
células con 8-MOP+UV, que al igual que la MMC producen enlaces
cruzados en el ADN, y observaron que las células normales, empiezan
a recuperar su tasa de sintesis cuatro horas después del tratamiento y
a las 10 horas estan completamente recuperadas. Esto esta acorde
con nuestros datos, pues como se observa en la figura 3 el nimero de
células normales con sintesis de ADN esta totalmente restaurado
desde la cosecha de 6 horas.
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Los autores antes mencionados encuentran que los linfoblastos
AF del grupo de complemengacién B se recuperan igual que las células
normales, mientras que los del grupo AF-A, después de 10 horas del
tratamiento aun no logran recuperarse. Nuestros resultados en
linfocitos de cuatro pacientes AF, muestran que a las 24 horas del
tratamiento con MMC no hay indicios de recuperacion (cuadro 2), lo
que sugiere que éstos pacientes no pertenecen al grupo de
complementacion B. Cabe sefalar que en 4 pacientes mexicanos con
asignacion de grupo (ninguno de los reportados en este trabajo), 3
correspondieron al grupo A y uno al grupo C (Esmer et al/, 1999). Por
otra parte, Heinrich y colaboradores (1998), mostraron mediante
citometria de flujo que en AF-C, el porcentaje de células en fase de
sintesis de ADN esta disminuido con respecto a la linea normal
después del tratamiento por 48 horas con 40 ng/mi de MMC, sin
embargo la observacién es sdélo después del tratamiento y se
desconoce el momento de la recuperacion.

8.2 EFECTO DE LA HU

Se observaron dos efectos: a) En células normales y de AF se
redujo la cantidad de T3H incorporada por nucleo como se observa en
la figura 2B y b) En los cultivos de AF disminuyd el nUmero de células
en fase S.

La disminucion de la densidad de marca por nucleo esta de
acuerdo con o observado por Maurer-Schultze y colaboradores (1988)
quienes en un estudio in vivo encuentran que la HU, reduce la
cantidad de T3H incorporada por el nucleo en un 93%, media hora
después de su aplicacion, sin embargo 3 horas después, ellos
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observan que se recupera la densidad de marca radioactiva normal,
esto ultimo difiere de lo observado en este trabajo, ya que tanto en
células normales como de AF, 24 horas después se siguen observando
los nucleos con poca marca, esto sugiere que in vitro, la HU mantiene
la inhibicion de la RR por periodos mayores a 24 horas.

Maurer-Schultze y colaboradores en sus resultados sefialan que
las células de ratones tratados con HU no detienen su ciclo celular en
la fase G1/S, sino que entran a la fase S en una tasa normal y se
acumulan en la fase S-temprana, lo cual coincide con lo observado en
nuestro trabajo, la poca incorporacion de T3H por nucleo y el hecho de
que en los cultivos normales no hubo reduccion en el nimero de
nucleos marcados con respecto al testigo, indica que las células
entraron a fase S y se detuvieron al no haber precursores para
continuarla, lo que pone en evidencia que las células normales entran
en sintesis con una baja cantidad de dNTPs y que estos deben ser
sintetizados durante la fase S con la participacion activa de la RR.

En cultivos AF, ademas de la reduccién de la incorporacién de
T3H observada en los nlcleos (figura2B), la HU produce una
disminucidn significativa del numero de céluias que se detectan en la
fase de sintesis de ADN; en promedio esta disminucién es del 90% a
las 6 horas y 34% a las 24 horas después del tratamiento, ésta
hipersensibilidad a la HU indica una falla especifica en la sintesis de
ADN que puede estar ligada al defecto basico.

Una altemativa para explicar esta reduccién de nucleos con
incorporacién de T3H podria ser por Ila hipersensibilidad de los
linfocitos AF a radicales libres de oxigeno (Joenje et a/, 1981), ya que
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por la acciéon de la HU se libera H202 y esto pudo impedir que las
células entraran a fase S en las primeras horas de cosecha.

Otra alternativa podria ser la faita de dATP especificamente, ya
que algunos trabajos muestran que la falla en AF se puede restaurar
por adicién de adenina (Frazelle, 1981; Pincheira, 1988) y la inhibicién
de la RR por HU tiene efectos diferentes sobre los cuatro dNTPs; el
dATP es el mas severamente disminuido, los dCTP y dGTP declinan
de manera intermedia y el dTTP se incrementa al doble (Hendricks y
Mathews, 1998). Por lo que la reduccién de dATP pudo ser la causa de
la disminucidn de células que entran a la fase S al adicionar HU a los
cultivos.

Por otra parte, al parecer en la curva (figura 4) se observa un
aumento del numero de nucleos con incorporaciéon de T3H conforme
aumenta el tiempo de cosecha y no sabemos si las células de AF se
tardaron en entrar a fase S o bien empezaron la sintesis pero la
incorporacion fue muy lenta y se detectaron mas tarde, ambas
posibilidades apuntan a una falla en la reserva de dNTPs, que las hizo
mas dependientes de la sintesis de novo por la RR, ya que las células
normales son capaces de incorporar los pocos dNTPs presentes al
estar inhibida la RR, ésta reserva que les permitié entrar a fase S pudo
haber estado antes de la inhibicidn por HU o bien formarse por la via
alterna de rescate de nucledtidos. Entonces las células de AF fallan
en alternar esta via o bien en tener reservas suficientes de dNTPs para
entrar a fase S.

Por uitimo, si hacemos comparacién con las células de
levaduras, hay sepas mutantes para los genes Rad §3 y Mec1 que son
genes que controlan puntos de restriccion dentro de la fase S,
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estabilizan la horquilla de replicacion e inhiben la activacion de los
replicones tardios, cuando las levaduras son tratadas con metil metano
sulfonato (MMS), las células silvestres pausan en fase S e inhiben la
activacion de replicones tardios para proteger a !la célula de un posible
colapso de la horquilla de replicacién que cuando ocurren varios se da
fa muerte celular, en las levaduras mutantes no se da esta pausa y
prosigue la replicacion del ADN dando como resultado
hipersensibilidad de las mutantes al MMS. En las levaduras normales
tratadas con HU la mayoria de las horquillas de replicacion se detienen
cercanas al origen y cuando se quita la HU la replicacién continua
hasta terminar el proceso, en las levaduras mutantes se observan
pocas horquillas de replicacién y en su lugar aparecen intermediarios
de replicacibn que no se conoce su origen pero se piensa que resultan
de horquillas de replicacion colapsadas y de eventos para procesar el
ADN tal como ocurre durante una reparacion por recombinacion
truncada, la subsecuente remocién de HU no resulta en completar la
replicacién y eliminar estos intermediarios. Aparecen estructuras
anormales no reparadas y las células son incapaces de recuperarse de
la HU (Donalson y Blow, 2001). Nuestros cultivos AF podrian semejar
las células mutantes deficientes en un punto de restriccion dentro de la
fase S ya que presentan una "sintesis de ADN resistente a dafo”, son
hipersensibles a MMC y no pudieron recuperarse de la HU. En
consecuencia con lo anterior, en las células AF tratadas con HU se
produjo la muerte de aquellas células que estaban avanzadas en fase
S, y la aparente recuperacion se debe a que células que no estaban
en fase S empiezan a alcanzar S temprana y se acumulan, pero
también contindan muriendo por lo que nunca se recuperan.
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Heinrich y colaboradores, (1998) trataron a las células de AF-C
con HU para averiguar una posible falla en 10s puntos de restriccion de
la fase S como se observa en las levaduras mutantes después de este
tratamiento que las lleva a anormales niveles de muerte celular, y no
encuentran diferencia entre las células AF-C y las normales, presentan
similares grados de sincronizacion G1/S después del tratamiento con
HU, sin embargo solo hacen la medicion por citometria de flujo a las 24
horas de tratamiento con HU y si observamos la figura 4, es en este
tiempo cuando mas se parece el numero de células que estan en fase
S de las células AF y las normales y no sabemos si esta alterado el
porcentaje con respecto a las otras fases, por lo que 0 no se esta
detectando la sensibilidad de AF-C a HU, o bien nuestros pacientes no
corresponden a este grupo de complementacion.

Por otra parte, algunos autores han utilizado la HU para
observar solo sintesis de reparacidn ya que la sintesis replicativa
resulta fuertemente inhibida por este agente y se pensaba que para la
sintesis de reparacion se requerian menos dNTPs y eran suficientes
con la reserva de la célula sin requerir sintesis de novo (Friedberg y
Hanawalt, 1981). En este trabajo realizado con linfocitos estimulados
con PHA observamos que en células normales el nimero de nucleos
densamente marcados de cultivos sin tratamiento, corresponden al
numero de nucleos con escasa marca encontrados en cultivos con HU,
lo que sugiere que se trata de células que entraron a fase S y
detuvieron su sintesis y no a una sintesis de reparacién.



8.3 EFECTO DE LA HU Y MMC

La combinacion de HU con otras drogas mutagénicas, etoposido
o cisplatino y analogos de bases (Citarabidina, fludarabina, 5-
fluorourasilo), tiene un efecto sinérgico y produce dafo y muerte en
aquellas células que estan en divisidon constante por lo que se ha
usado en terapia contra diferentes neopilasias (Yarbro, 1992). La MMC
detiene a las células en fase S y G2 por la gran cantidad de dafio que
produce. En nuestros cultivos, después de retirar la MMC, se hizo una
reincubacién con HU, lo que al parecer ocasiond la muerte de las
células que estaban en sintesis activa de ADN ya que como se
observa en la figura 6, en la cosecha de 6 horas se encuentra {a menor
cantidad de nucleos con marca. Esta reduccion es mas evidente en los
cuitivos AF, probablemente por la caracteristica de presentar una
"sintesis resistente a dano” después de estar en contacto con la MMC
y la falta de dNTPs producida por la HU un porcentaje mayor de
células mueren, las pocas ceélulas que van llegando a fase S se
detectan mas tarde Yy tiende a recuperarse la tasa de sintesis pero no
se logra aun 24 horas después de retirar la MMC, el efecto potenciador
de la HU sobre el daio producido por la MMC puede ser la causa de la
gran diferencia con respecto a las células normales ya que en estas a
pesar de la acciéon de los dos agentes, su tasa de sintesis se encontré
recuperada a las 12 horas.

Por otra parte, la curva de las células normales tratadas con HU
tiene un maximo de sintesis de ADN en la cosecha de 18 horas, el cual
es mas obvio cuando se da un tratamiento previo con MMC, esto
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podria considerarse como un efecto de sincronizacidn producido por
HU, el cual se ha observado /n vivo en ratones 6 horas después de la
aplicacion de esta sustancia (Maurer-Schultze, 1988).

Este tratamiento con MMC y HU pone en evidencia una gran
diferencia entre las células normales y AF en cuanto a su capacidad
para responder al dafto producido por la MMC y a la falta de dNTPs
que se requieren para hacer la sintesis de replicacion y reparacién del

ADN.

8.4 EFECTO DEL PLASMA HUMANO NORMAL

En estudios previos donde se utilizé como parametro de medicion
de darnio, la frecuencia de aberraciones cromosdémicas producidas por
MMC en células AF, se encontro que el plasma normal produce
complementacion parcial en linfocitos AF tratados con MMC
(Carnevale, et a/ 1985, Frias, et a/ 1986). Esto sugirié la presencia de
un factor de correccion en el plasma que ayudd a disminuir la
hipersensibilidad de las células de AF al dafo producido por este
agente. En este trabajo, los cultivos con plasma mostraron un
incremento en el numero de nucleos marcados comparados con los
cuitivos testigo tanto en células normales como de AF; esto se atribuye
principalmente a factores de crecimiento que estimularon a mas células
a entrar en fase S, aunque su efecto no mostré preferencia en las
células de AF.

MMC Y PLASMA.
En cultivos de AF con MMC y plasma se esperaba un mayor aumento

de nudcleos marcados que en los cultivos de células normales; sin
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embargo esto no ocurrid, lo que puso en evidencia que la correccion
observada en aberraciones cromosdmicas no es por una seleccién de
células con menor danio que entran a fase S para posteriormente
dividirse y llegar a metafase con menos aberraciones cromosémicas.

HU Y PLASMA

En linfocitos tratados con HU y plasma, el pico de sintesis
observado en la curva de las células normales se desplazd de la
cosecha 18 a la 12, lo que sugiere que el plasma estimuld a las células
a entrar en sintesis en menor tiempo, pese a que la RR estuviera
inactiva.

En los cultivos AF con HU y plasma, fue el Unico tratamiento
donde el plasma indujo un incremento significativo del numero de
células que incorporaron T3H con respecto al cuitivo con solo HU, el
cual en la cosecha de 24 horas alcanzdé el nimero observado en
cultivos testigos. Los factores presentes en el plasma, ayudaron a
restituir la tasa de sintesis en la cosecha de 24 horas. En células
normales el plasma desplazd el pico de sintesis de la cosecha de 18
horas (de cultivos con solo HU) a la de 12 horas. En AF el plasma
probablemente desplazé también a un menor tiempo la recuperacion
de la tasa de sintesis y la observamos a las 24 horas, que sin plasma
ocurriria mas tarde. Sin embargo, el plasma contiene constituyentes
inorganicos y organicos como; carbohidratos, lipidos, factores de
crecimiento, antioxidantes, varios tipos de proteinas entre ellas las de
transporte de metales, hormonas y vitaminas; inhibidoras de proteasas,
y algunas otras en las que aun se desconoce su funcién (Carlson,
1989), algunos de estos componentes pudieron participar en este
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efecto, ya que pudieron restituir algunas de las fallas del metabolismo
celular de AF, como suplir la deficiencia de citocinas, aportar
antioxidantes y revertir la sensibilidad a radicales de oxigeno, o bien
aportar dNTPs entre ellos adenina que es capaz de disminuir la
frecuencia de aberraciones cromosomicas en AF.

Los cultivos normates y de AF que tienen MMC, HU y Plasma,
muestran un incremento significativo de nucleos marcados, pero pese
a que suponemos que el plasma contribuye a corregir algunas de las
fallas del fenotipo celular AF, la curva de estas células esta
significativamente por debajo de la normal y como se observa en la
figura 9 no se modificé el efecto que producen MMC-HU.



9 CONCLUSIONES:
Al estudiar la sintesis de ADN por autorradiografia se observé la

hipersensibilidad de las células AF a la MMC como una disminucién del
numero de nucleos que sintetizan ADN.

Las ceélulas AF demostraron hipersensibilidad a HU ya que con
este tratamiento, no se observé recuperacion del numero de células en
sintesis de ADN aun 24 horas después de su administracion; este
comportamiento es esencialmente diferente al de las células normales
y pone en evidencia una falla en fase S de las células AF.

El plasma humano normal indujo mayor numero de células con
sintesis de ADN, en todos los tratamientos donde se administré y tanto
en cultivos normales como de AF, este incremento fue notable en
cultivos AF con HU en la cosecha de 24 horas, ya que el cultivo con
plasma alcanzé a eliminar la diferencia en el namero de nucleos
marcados con respecto al cultivo testigo.
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10 APORTACIONES.

Con este trabajo se contribuye a delimitar las caracteristicas del
fenotipo celular de la AF, la sensibilidad a HU no se habia descrito
anteriormente y pone en evidencia una falla a nivel de Fase S del ciclo
celular donde se realiza la sintesis replicativa del ADN, la cual puede
ser la causa de la observada reparacidon incompleta del ADN o bien
contribuir con la falla en reparacion del ADN.

Es importante determinar si esta sensibiidad a HU es
caracteristica de un grupo de complementacion o si es parte del
fenotipo general de la anemia de Fanconi. Y por otra parte determinar
la causa de la sensibilidad, si es por una falla en las reservas de
dNTPs o bien una alteracién en los puntos de restriccion dentro de la
fase S como se observa las levaduras mutantes para los genes Rad §3
y Mec 1.
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