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A. INTRODUCCION
I. ASPECTOS CLINICOS

1) Datos histdricos

La anemia de Fanconi es una enfermedad rara, de origen genético, que
tiene como caracteristicas clinicas falla en la hematopoyesis, malformaciones
congénitas y predisposicidon a desarrollar ciertos tipos de leucemia y tumores

solidos.

Esta enfermedad fue identificada en 1927 por el pediatra suizo Guido
Fanconi, quien describié una familia en la que tres individuos presentaban
varias anormalidades fisicas (microcefalia, hiperpigmentacion de la piel,
hipoplasia testicular e hiperreflexia) y un cuadro similar a la anemia
perniciosa: anemia macrocitica, hemolisis y niveles séricos bajos de vitamina
B12. La descripcion de casos similares permitio detectar que la alteracion
hematologica afectaba a todas las lineas celulares de la médula dsea
(pancitopenia) y no s6lo a los eritrocitos, asi como que la falla medular era la
principal causa de muerte de estos pacientes. Fanconi supuso que todas estas
manifestaciones estaban dadas por una etiologia comin y propuso que se

trataba de una translocacion cromosomica.



En la busqueda de esta translocacion entre 1964 y 1965, distintos grupos
cientificos notaron que los pacientes con anemia de Fanconi presentaban
inestabilidad cromosomica espontanea, y que ésta también podia ser inducida
por sustancias que producen aductos en el ADN (Lobitz and Velleur 2006).
Aunque nunca se identificé la translocacion augurada por Fanconi, mas tarde
se descubri6 que se trataba de wuna enfermedad monogénica con

heterogeneidad de locus.

2) Epidemiologia

Se ha reportado una prevalencia de AF que va de 1 a 5 afectados por
millén y se estima que la frecuencia de portadores es de 1/300 en Europa y
Estados Unidos. Algunos grupos poblacionales presentan mayor prevalencia
de la enfermedad debido a mutaciones fundadoras. Ejemplos de esto son las
altas frecuencias de portadores que se observan en grupos como los judios
Asquenazi (1/89), los Afrikaans (1/83), o los gitanos espafioles (1/70)
(Tishkowitz and Hodgson 2003) (Tamary and Alter 2007) (Callén, Casado, et

al. 2005)



3) Caracteristicas clinicas.
a) Hematologia

La anemia de Fanconi pertenece a un grupo de enfermedades conocido
como sindromes de falla medular. Estos, representan de 10 a 20 por ciento de
los pacientes con falla de la médula 6sea por causa constitucional o heredada.
Las principales causas de morbi-mortalidad estdn relacionadas con
alteraciones hematologicas como anemia apldsica (AA), sindrome

mielodisplasico (SMD) y leucemia mieloide aguda (LAM).

La caracteristica hematoldgica primordial que presentan estos pacientes
es la anemia aplésica, la cual se observa en mas de 90 por ciento de los
afectados (Dokal 2006). Al nacimiento y durante los primeros afios de vida,
en general, no se detectan alteraciones hematoldgicas. La pancitopenia se
desarrolla entre los 5 y 10 afios de edad con un promedio de inicio a los 7
afios. Habitualmente, la primera manifestacion es macrocitosis, seguida de
trombocitopenia y neutropenia (Dokal 2006). Clinicamente, los pacientes
presentan palidez, sangrado e infecciones de repeticion. EI SMD se presenta
en cerca de 7 por ciento de los pacientes con AF. En éstos, las células
precursoras de la médula 6sea no se diferencian correctamente, teniendo como
consecuencia una pobre cantidad de células maduras en el torrente sanguineo.

Se ha demostrado que el desarrollo del SMD en pacientes con AF afecta



negativamente su esperanza de vida. Asimismo, llama la atencién que la
progresion del SMD hacia leucemia en pacientes con AF es menos frecuente
que en pacientes sin este padecimiento, lo que sugiere un curso clinico
diferente del SMD en los pacientes con AF (Neveling, Kalb and Schindler

2007).

b) Neoplasias

La AF también se considera un sindrome de predisposicién a cancer.
Llama la atencion que los pacientes con AF desarrollan neoplasias a edades
tempranas, generalmente en la adolescencia, aunque pueden ocurrir desde la
infancia. La neoplasia mas frecuente en estos pacientes es la leucemia, su
incidencia acumulada es de 37 por ciento y la edad media de inicio es de 14
anos. Es importante resaltar que, contrariamente al resto de los pacientes, la
leucemia mieloide aguda (LMA) se presenta en 94 por ciento de los pacientes
con AF, mientras que la leucemia linfoblastica aguda (LLA) sélo se observa

en 6 por ciento. El resto de las neoplasias hematologicas son raras.

Se ha visto que el riesgo de desarrollar un tumor sélido es 50 veces
mayor para pacientes con AF que para la poblacion general. La edad
promedio en que se presentan es de 16 afios. Los tumores soélidos mas

frecuentes son los carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello y del



tracto genital femenino. Para este tipo de tumores, el riesgo de desarrollarlos
es 700 veces mayor que para la poblacion general. La evidencia que existe
sobre el papel de la infeccion por virus del papiloma humano (VPH) en estas
neoplasias es poco concluyente, a diferencia de lo que se ha demostrado
acerca de la participacion de este virus en el desarrollo de neoplasias en

pacientes sin AF.

Otra neoplasia frecuente en los pacientes con AF son los tumores
hepaticos, con una incidencia acumulada de 46 por ciento a los 50 afios y una
edad de aparicion promedio de 13 afios. Se distinguen dos tipos de tumores
hepaticos: la mayoria son adenomas benignos y raramente se presentan
hepatocarcinomas. El desarrollo de ambos tipos de tumor est4 asociado al uso

de andrégenos como parte del tratamiento para la anemia aplasica.

Ademads de los antes descritos, se ha reportado una vasta gama de
neoplasias que incluye tumores renales y del sistema nervioso central,
carcinoma de mama, carcinoma de células basales, neuroblastoma, tumores
desmoides, gonadoblastoma, melanoma y sarcoma osteogénico (Neveling,

Kalb and Schindler 2007).



¢) Malformaciones

Una amplia variedad de malformaciones congénitas pueden presentarse
hasta en 70 por ciento de los pacientes con AF. Las malformaciones mas
frecuentes son las que afectan al sistema esquelético, en particular los defectos
radiales. También pueden afectarse otros aparatos o sistemas como el
genitourinario, el gastrointestinal y el sistema nervioso. A continuacion se
presenta una tabla de las frecuencias de las malformaciones en pacientes con

AF segun lo descrito por Dokal (Dokal 2006).

Tabla 1. Frecuencia de malformaciones en pacientes con AF

Alteracion Frecuencia (%)
Esquelético (radial, cadera, escoliosis, costilla) 71
Pigmentacion de la piel (manchas café c/leche, hipo, hiper) 64
Talla baja 63
Oftalmolégico (microftalmia) 38
Tracto urinario y renal (aplasia renal, rifion en herradura) 34
Genitales masculinos (criptorquidia, hipospadias) 20
Retraso mental 16
Gastrointestinal (malformacion ano-rectal, atresia duodenal) 14
Cardiologico (PCA, CIV, atresia pulmonar, coartacion ao.) 13
Audicion 11
Sistema nervioso central (hidrocefalia, septum pellucidum) 8
Sin malformaciones 30

d) Endocrinologia

Como lo muestra la Tabla 1, cerca de dos terceras partes de los
afectados presentan talla baja. En general, los pacientes con AF tienen

parametros somatométricos que se encuentran cerca de la porcentila cinco.



Ademas de la alteracion del crecimiento prenatal y postnatal caracteristica de
este padecimiento, la concurrencia de ciertas endocrinopatias agravan la
alteracion en el crecimiento. Las manifestaciones endocrinologicas mas
frecuentes en estos pacientes son alteraciones en la homeostasis de la
glucosa/insulina, insuficiencia de hormona de crecimiento e hipotiroidismo y,
recientemente, también se han descrito osteopenia/osteoporosis y
anormalidades de los lipidos. De la misma forma, se ha observado que la
infertilidad es una condicion frecuente en los pacientes con AF. Si bien casi la
totalidad de los hombres son infértiles debido a malformaciones del tracto
genitourinario e hipoplasia testicular, casi la mitad de las pacientes femeninas
son fértiles, aunque la gestacion favorece numerosas complicaciones, como

falla medular y preeclampsia (Auerbach 2009).

4) Diagnostico
Ante la sospecha de AF por presencia de alteraciones hematologicas,

malformaciones caracteristicas, neoplasias especificas a edad temprana o

antecedentes familiares, el médico debe confirmar el diagnostico.

Se han desarrollado numerosos métodos para hacer el diagndstico de

Anemia de Fanconi. Todos encuentran su fundamento en evidenciar alguna



de las caracteristicas celulares de estos pacientes, las cuales serdn tratadas en

detalle mas adelante.

La caracteristica celular que con mayor frecuencia se utiliza como
prueba diagndstica es la fragilidad cromosdmica que se exacerba al exponer a
las cé€lulas a agentes que producen aductos en el ADN. Los fAirmacos que con
mayor frecuencia se utilizan son diepoxibutano (DEB) y mitomicina C
(MMC). Histéricamente, también se han utilizado mostaza nitrogenada y
acido isonicotinico hidrazido (INH). La hipersensibilidad a agentes alquilantes
puede manifestarse por rupturas cromosOmicas que pueden observarse
directamente en las metafases al microscopio, o bien por ensayos de co-cultivo
con c¢lulas normales donde se evidencia una disminucion dréstica en el
numero de mitosis esperadas cuando el cultivo se expone a MMC (German, et

al. 1987).

La otra caracteristica que es utilizada comunmente para hacer el
diagndstico de AF, es la alteracion en la duracion de la fase G2/M del ciclo
celular. La citometria de flujo permite identificar a pacientes con AF al
mostrar que sus cé¢lulas tienen una fase G2/M prolongada (Moreira, Brito-

Junior and Lemor 2008).



Ante el reconocimiento de que la respuesta a agentes alquilantes de las
c¢lulas AF no es exclusiva —debido a que otros sindromes de inestabilidad
cromosomica pueden presentarlas— algunos investigadores se han dado a la
tarea de disefiar nuevas estrategias de diagnostico. Recientemente, Leskovac
et al., describieron el uso de citometria de flujo para medir la cinética de
reparacion de rupturas de doble cadena (DSB por sus siglas en inglés)
provocadas por radiacion ionizante. Las células AF reparan las DSB mas
lentamente que las células normales y las células de otros sindromes de
inestabilidad cromosomica, haciendo de la aplicaciéon de esta metodologia
confiable, rdpida y especifica para el diagnostico de AF (Leskovac, et al.

2010).

Todas las metodologias mencionadas se basan en caracteristicas del
fenotipo celular y son Unicamente un reflejo del genotipo de los pacientes.
Por lo tanto, de ser posible, la determinacion del grupo de complementacion
asi como la caracterizacion de las mutaciones en el paciente también debe
realizarse. Para algunos casos, esta informacion puede relacionarse con el
prondstico de los pacientes. Sin embargo, es necesario considerar que esto
puede resultar una labor dificil, debido a la heterogeneidad genética de este

padecimiento, tanto de locus como alélica (Auerbach 2009).



Es importante resaltar que si bien todas las células AF presentan
hipersensibilidad a agentes alquilantes, ésta no es una caracteristica exclusiva
de esta entidad. Otras patologias para las que esto se ha reportado son el
sindrome de Seckel, el sindrome de Cornelia de Lange y el sindrome de
Nijmegen. Las primeras dos presentan fenotipos clinicos suficientemente
distintos a AF lo que permite hacer un diagnostico diferencial. En cuanto al
ultimo, la distincion se basa en la hipersensibilidad a radiacion ionizante que
presentan las células de pacientes AF de manera concomitante (Neveling,

Endt, et al. 2009).

5) Tratamiento

Desafortunadamente, hasta la fecha no existe ningiin procedimiento que
permita corregir efectiva y definitivamente el defecto genético que causa la
AF. Por ello, los tratamientos que se utilizan hoy en dia tienen como
proposito evitar las manifestaciones que conducen a la muerte de los

pacientes.

Tradicionalmente, para mejorar la pancitopenia, se ha utilizado la
transfusion de derivados hematologicos. Por otro lado, con el fin de estimular
directamente la hematopoyesis, estd indicado utilizar androgenos, en

combinacion o no con corticoesteroides, siempre y cuando todavia exista algo

10



de funcién hematopoyética autdloga. Cerca de tres cuartas partes de los
pacientes responden al tratamiento con androgenos, ademas de que se ha
observado una mejor sobrevida en pacientes que reciben este tratamiento.
Como todos los regimenes terapéuticos, éste se acompana de una vasta gama
de efectos secundarios que pueden ir desde masculinizacidén hasta carcinomas

hepatocelulares.

Hasta ahora, el Unico tratamiento que puede reinstaurar la
hematopoyesis a largo plazo es el trasplante de células troncales
hematopoyéticas. Es por esto que, el tratamiento de eleccidon mas usual en la
actualidad es el trasplante alogénico de médula dsea, preferentemente de un
donador relacionado no afectado y antes de que la falla medular sea
dependiente de transfusiones. La aparicion persistente de clonas con
alteraciones de los cromosomas 1, 3 y 7, asi como el diagnostico de SMD o
LAM también son criterios para realizar el trasplante. Debe tenerse en mente
que los farmacos utilizados cominmente para el condicionamiento previo al
trasplante suelen generar lesiones en el ADN que pudieran inducir segundas
neoplasias en estos pacientes. Sin embargo, la falta de condicionamiento
puede resultar en una grave complicacion de enfermedad de injerto contra

huésped. Por estas razones, existen varios grupos disefiando esquemas de
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tratamiento que excluyan este tipo de fdrmacos (Green and Kupfer 2009)

(Eyrick, Winkler and Schlegel 2007).

Desde la década de los noventa, se iniciaron programas de terapia
génica para pacientes con AF. Desafortunadamente, los resultados no han
sido muy alentadores. Se registrd una baja eficiencia en la transfeccion de las
células blanco, debido tanto a la escasez de células troncales como a los
vectores virales utilizados. Por esta razon, ninguno de los pacientes sometidos
a este tratamiento recuperé la funcion hematopoyética a largo plazo.
Actualmente se estan haciendo esfuerzos por mejorar los vectores virales.
Otra estrategia novedosa que esta siendo probada es la inhibicion de citocinas
proinflamatorias con el afdn de limitar el efecto apoptotico que tienen sobre

las células de la médula 6sea (Dufour and Svahn 2008).

II. TIPOS DE HERENCIA

Hasta la fecha, se han identificado 13 grupos de complementacion (A-
N), que corresponden a defectos en 13 genes diferentes, cuyos productos estan
involucrados en una misma via de respuesta a dafio al ADN: la via AF/BRCA.
Esta via participa en la reparacion de DSB provocadas por agentes que causan
aductos en la doble hélice. En la mayoria de los individuos con AF, se han

identificado mutaciones en estado homocigoto en estos genes, lo que
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corresponde a un patron de herencia autosémico recesivo, a excepcion de los
pacientes que pertenecen al grupo de complementacion B en quienes se ha
identificado un patron de herencia ligado al X causado por mutaciones en

FANCB (Xp22.31).

La distribucion de los pacientes en estos 13 grupos es desigual. Se han
descrito mutaciones en el gen FANCA (16q24.3) en 65 por ciento de los
afectados, mutaciones en FANCC (9g22.3) en 15 por ciento y mutaciones de
FANCG (9p13) y FANCE (6p21.3) en 10 y 5 por ciento de los afectados
respectivamente. El resto de los pacientes se distribuye entre los 8 grupos de
complementacion restantes y su incidencia se considera rara (Tamary and
Alter 2007). Existen algunos pacientes con diagnostico confirmado de AF a
los que no ha sido posible asociar a alguno de los grupos de complementacion
conocidos. Se supone que estos pacientes portan mutaciones en otros genes

de la via AF que atin no han sido identificados.

IIl. CARACTERISTICAS A NIVEL CELULAR

Una de las caracteristicas de los pacientes con AF es que presentan
expresividad variable en su fenotipo clinico. Las manifestaciones de los
pacientes son tan diversas que pueden ir desde el individuo de aspecto normal

hasta el cuadro florido que involucra todas las manifestaciones descritas
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previamente. Esto también es reflejo de la variabilidad genética extrema de

esta patologia.

Contrariamente a lo que ocurre clinica y molecularmente, el fenotipo de
las células AF es extremadamente constante. A tal punto, que es la base de
muchas de las pruebas diagnodsticas descritas hasta ahora. En esta seccion se

describiran las caracteristicas mas prominentes del fenotipo celular AF.

1) Citogenética
a) Rupturas cromosomicas

Casi 40 afios después de la primera descripcion clinica del Dr. Fanconi,
se identifico la primera caracteristica de las células de estos pacientes: las
rupturas cromosomicas espontaneas. Este hallazgo y su confirmacion datan
de 1964 y 1965 y sus reportes describen principalmente aberraciones
cromosdmicas de tipo cromatidico y en particular figuras cromosomicas

conocidas como figuras radiadas (Digweed, Hoehn and Sperling 2007).

Dichas lesiones son la consecuencia miscroscopicamente visible de la
reparacion incorrecta de DSB que ocurren durante la fase S. Las rupturas
representan intermediarios de la reparacion de enlaces covalentes cruzados
(ICL por sus siglas en inglés) que se encuentra comprometida. Los puntos de

ruptura ocurren exclusivamente en cromosomas no homologos y se
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distribuyen en toda su extension. Existen algunas regiones que parecen ser
mas susceptibles de participar en las figuras radiadas, ya sea por su estructura
cromatinica (sitios fragiles) o por la presencia de alguna secuencia especifica
(secuencias cortas de homologia dispersas) que lo favorezcan. (Hanlon

Newell, et al. 2004)

b) Acortamiento telomérico

La estructura cromosémica de las células AF también afecta a los
telomeros; en estos casos se ha documentado acortamiento. No hay consenso
que explique el porqué de este hallazgo, y se han sugerido wvarias
explicaciones, como el acortamiento intrinseco que sufren los telomeros en el

proceso de la replicacion y un exceso de ruptura de estas estructuras.

Sin  embargo, la conocida correlacion entre alteraciones
hematopoyéticas y acortamiento telomérico, sugiere que este tltimo puede ser
el reflejo del fenotipo de envejecimiento prematuro de estas células, que
conduce a la pérdida precoz de las células madres hematopoyéticas y la

subsecuente falla medular (Callén and Surrallés 2004).

c¢) Aberraciones en Médula Osea

Otra caracteristica citogenética de extrema importancia, debido a su

aplicacion clinica, es el desarrollo de aberraciones cromosémicas clonales en
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la médula 6sea. Las aberraciones adquiridas que ocurren con mayor
frecuencia son, entre otras, la ganancia de material del brazo largo del
cromosoma 3, la pérdida del brazo largo del cromosoma 7 o la perdida
completa del mismo cromosoma, y ganancias de material del brazo largo del
cromosoma 1. La evidencia sugiere que cualquier alteracion cromosoémica en
la médula osea es una sefial de alarma ya que puede indicar el desarrollo de
sindrome mielodisplasico o progresion a leucemia aguda mielobléstica, en
particular cuando las anormalidades implican material de los cromosomas 3 y
7. La presencia de clonas anormales en la médula 6sea ha demostrado ser un
factor pronostico en el desarrollo de malignidad hematoldgica, por lo que la
evaluacion sistematica de este tejido en pacientes con AF es esencial para su

adecuado seguimiento y manejo (Neitzel, et al. 2007).

2) Hipersensibilidad a agentes alquilantes

Tuvieron que pasar casi 10 afios mas para que Sasaki y Tonomura hicieran
el siguiente descubrimiento sobre el fenotipo celular de AF: Ia

hipersensiblidad a agentes alquilantes.

En su articulo de 1973, los autores reportaron una susceptibilidad anormal
de las células AF que se manifestaba por rupturas cromosémicas cuando se les

exponia a agentes alquilantes bifuncionales. A su vez, descartaron una
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respuesta anormal de estas células a radiacion gamma y desecharon la idea de
que su inestabilidad cromosomica pudiera ser secundaria a una deficiencia de
ATP. Los autores también conjeturaron que la hipersensibilidad a agentes
alquilantes que se observa en las células AF se debe a un mal funcionamiento
en el sistema que permite la reparacion de los ICL (Sasaki and Tonomura
1973). La confirmacion de esta conjetura solo fue cuestion de tiempo

(Niedernhofer, Lalai and Hoejimakers 2005).

Este descubrimiento constituye el fundamento detrds de las pruebas de
diagndstico para AF que se basan en la determinacion tanto cualitativa como
cuantitativa de la sensibilidad a ICL. Como se describié en la seccion A-I-4,
se consideran resultados compatibles con el diagnostico de AF, la disminucion
de la supervivencia celular, la identificacion de rupturas cromosomicas y la
acumulacion de células en las fase G2 del ciclo, después de la exposicion al
agente alquilante de eleccion (DEB, MMC, cisplatino, etc.). Se ha reportado
que la exposicion de las células AF a agentes alquilantes bifuncionales
generan de 33 a 100 veces mas aberraciones cromatidicas que las que se
producen en células normales expuestas a las mismas condiciones

(Niedernhofer, Lalai and Hoejimakers 2005) (Sasaki and Tonomura 1973).
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3) Alteraciones en el ciclo celular

Algunas de las caracteristicas clinicas de los pacientes con AF, como el
retraso en el crecimiento y la falla medular pueden explicarse por un defecto
en la proliferacion celular. Es por esto que el estudio del ciclo celular se
perfild6 como una via interesante en busca de respuestas sobre el origen del
fenotipo AF. El estudio de su ciclo celular permitié identificar que estas
c¢lulas tienen un ciclo lento. Estudios en los que se utilizaron técnicas de
incorporaciéon con bromodeoxiuridina (BrdU), hicieron posible acotar las fases
del ciclo celular en donde se origina el retardo. Asi, se identifico que la fase
G2/M de los linfocitos AF de sangre periférica, tiene una duracidon de
aproximadamente el doble que el de las células control (Dutrillaux, et al.
1982). Estudios mads recientes han permitido definir con mayor precision que
la alteracion del ciclo celular de las células AF es el resultado de la
combinacion del retraso y el arresto de las fases S y G2, con un predominio de
la alteracion en el compartimento G2. También se ha podido demostrar que
esta alteracion afecta sucesivamente los ciclos celulares, y no estd limitada a
s6lo uno (Schindler, et al. 2007). La exposicion a agentes alquilantes exalta

esta alteracion del ciclo.

En un intento por explicar la secuencia de eventos que llevan a este

arresto, Sala-Trepat et al. indujeron ICL en células AF de forma regulada y
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observaron que mantenian la capacidad de sintetizar ADN a pesar de la
presencia de ICL, al escapar al punto de monitoreo de S. De esta forma
concluyeron que la acumulacién de células AF en G2/M es secundaria a la
presencia de ICL durante la fase S. Pareceria que esta alteracion del ciclo
celular es reflejo del mal funcionamiento del punto de monitoreo de S que
permite la progresion del ciclo a pesar del dafio gendmico. El alargamiento de
la fase G2 es necesario para que este dafio sea reparado antes de proseguir a
fase M (Sala-Trepat, et al. 2000). Esto fue confirmado por el incremento de
aberraciones cromosOmicas que se observa en células AF después de ser
tratadas con cafeina, un inhibidor del punto de monitoreo G2/M, que permite
la progresion en el ciclo de células que tienen un extenso dafio cromosdmico

(Seyschab, et al. 1994).

4) Hipersensibilidad al oxigeno

Se considera que el fenotipo clinico y celular de las células AF esta
principalmente causado por el defecto del sistema de reparacion de ICL. Sin
embargo, existe otra caracteristica de estas células que podria estar
involucrada. Pagano et al. sugieren que algunas de las manifestaciones tanto
clinicas como celulares de los pacientes con AF podrian ser secundarias a

dafio inducido por especies reactivas de oxigeno (ROS). Ejemplo de esto son
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las asociaciones, ampliamente sustentadas por la literatura, entre la toxicidad
por ROS y la falla medular, el cancer y la diabetes mellitus tipo 2. La
evidencia experimental de la que se dispone aun no es suficiente para sostener
firmemente esta hipotesis (Pagano, et al. 2005). Sin embargo, desde la década
de los ochenta Joenje et al. descubrieron que la tasa de rupturas cromosomicas
espontaneas de linfocitos T en AF variaba en funcion de la tension de oxigeno
a la que se cultivaban. Observaron que si los cultivos de células AF se
llevaban a cabo en condiciones hipdxicas (5% v/v), el crecimiento celular
mejoraba y era comparable con el de células normales. Esta mejoria resulto,
en parte, de una menor cantidad de células detenidas en G2 (Joenje, et al.
1981). Estudios recientes apoyan la probable participacion de algunos genes
AF en el metabolismo oxidativo y la regulacion de funciones celulares

oxigeno-dependientes (Neveling, Endt, et al. 2009).

IV. CARACTERISTICAS MOLECULARES

Como se menciond previamente, el fenotipo AF es el resultado de
alteraciones en la funcion de los genes involucrados en la via de reparacion
AF/BRCA. En esta seccion se describiran en un inicio las caracteristicas de
los genes que codifican para los productos proteicos que forman parte de esta

via. Posteriormente se explicara la forma en que ésta lleva a cabo su funcién y
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finalmente se hablard de los mecanismos que se encargan de regular su

actividad.

1) Genes
a) FANC

Al dia de hoy se han descrito 13 genes FANC que se encuentran
dispersos en el genoma y varian considerablemente en tamafio y estructura. De
estos genes, hay cuatro que tienen un origen antiguo y estdn altamente
conservados. FANCM y FANCIJ comparten estructura con otras proteinas,
mientras que FANCD2 y FANCL tienen homologos en otros organismos. El
resto de los genes FANC tienen un origen mas reciente y no se ha identificado
ni homologia significativa ni dominios funcionales con respecto a otras

proteinas (Kalb, et al. 2007).

En la Tabla 2 se presentan las caracteristicas de los 13 genes FANC, y
sus respectivas proteinas (Green and Kupfer 2009) (Taniguchi and D’Andrea

2006) (Kalb, et al. 2007).
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Tabla 2. Caracteristicas de genes y proteinas FANC
Motivos
Gen Locus Pb kDa Proteicos Funcién
Conocidos
FANCA 16q24.3 79107 163 NLS, NES, zipper de | Complejo Central
leucina parcial
FANCB/ FAAP 95 Xp22.3 29656 | 95 NLS Complejo Central
FANCC 9q22.3 218656 | 63 Ninguno Complejo Central
FANCD1/ BRCA2 13q12.3 84193 384 Union a RAD 51, DSS1, | Reclutamiento de
ssDNA RADS51, mediador de
NLS laRH
FANCD2 3p25.3 75502 155,162 | Ninguno Forma un complejo
con FANCI, es Ub
FANCE 6p21 14724 | 58 Ninguno Complejo Central
FANCF 11pl5 3309 42 Homologia a ROM Complejo Central
FANCG/ XRCC9 9pl13 6179 68 Repetido tetratriopeptido | Complejo Central
FANCI 15926 73169 140, 147 | NLS, repetidos ARM, | Forma un complejo
motivo EDGE con FANCD?2, es Ub
Dominio  zipper de
leucina
FANCIJ/BRIP1/BACH1 17q22 180771 | 140 DEAH-helicasa 5°=>3’ DNA helicasa/
Unién a BRCALI ATPasa
FANCL/PHF9 2pl6.1 82138 | 43 Repetidos WD40 Dedo | Complejo Central
PHD Ubiquitin ligasa
FANCM/Hef 14g21.3 64958 | 250 DNA translocasa Helicasa. Localiza al
Helicasa/endonuc complejo Central al
ADN
FANCN/PALB2 16pl2 38196 131 Repetidos WD40 like C | Interactua con
terminal FANCDI en foci

NLS: sefial de localizacion nuclear, NES: secuencia de exportacién nuclear, RH: recombinacién
homdloga, Ub: ubiquitinizado

Hay evidencia de que las mutaciones en estos genes no se distribuyen al

azar.

Se ha observado que sus alteraciones dependen principalmente de la

estructura misma del gen: los elementos repetitivos y su composicion de bases
lo hacen mas susceptible de sufrir alguna variacion. Por otra parte, se ha visto
que el tamafio del gen no es un factor que influya en la posibilidad de
mutacion. Asi, se ha documentado que genes pequefios como FANCG (6179
pb) pueden tener un gran nimero de mutaciones y estar presentes en 10 por

ciento de los afectados, mientras que genes grandes como FANCM (64958 pb)
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tienen un niamero de mutaciones muy reducido. Se ha especulado que los
genes mas recientes serian mas tolerantes a las mutaciones, aunque no esta
claro si esto es a consecuencia de su funcion o de su estructura. La mayoria de
las mutaciones de los genes FANC son mutaciones privadas, sin embargo
existen algunas que se repiten dentro de un mismo grupo poblacional y han
demostrado ser por efecto de fundador, mientras que otras se repiten sin
respetar el origen poblacional por lo que se ha propuesto que se trata de

mutaciones que ocurren en regiones cuya estructura las favorece (Kalb, et al.

2007).

El gen FANCA es el que se afecta mas frecuentemente en los pacientes
con AF. Hay una gran heterogeneidad en el tipo de mutaciones que sufre este
gen. Las sustituciones son las mas frecuentes y representan poco menos de la
mitad. La estructura del gen, rica en repetidos Alu, hace que las deleciones
sean el segundo tipo de mutacion mds frecuente con 32 por ciento de los
casos. Asimismo, se han reportado inserciones y duplicaciones, en particular
en regiones con repetidos directos y tractos de trinucledtidos que pueden
favorecer este tipo de rearreglos. FANCA es el gen para el que mas
mutaciones fundadoras se han descrito, entre otras, las transiciones ¢.295C>T

en gitanos espafoles y la ¢.790C>T en italianos de la region de Campania, asi
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como la delecion de los exones 12 a 31 descrita en pacientes Afrikaans (Kalb,

et al. 2007).

El gen FANCB/FAAP9S es el tnico que se encuentra en el cromosoma
X. Unicamente se han descrito 5 mutaciones: una delecion en la region
5’UTR vy la region promotora, 3 microdeleciones/inserciones y una mutacion
que afecta el sitio de splicing. En estudios funcionales, se ha reportado que las
mujeres portadoras inactivan de manera preferencial el X mutado (Kalb, et al.

2007).

El gen FANCC se encuentra mutado en 10 a 15 por ciento de los
pacientes con AF. Se ha descrito una heterogeneidad alélica importante,
aunque las mutaciones parecen concentrarse en la regién que codifica para el
extremo C-terminal de la proteina. Sin embargo, en pacientes de origen judio
Askenazi se ha observado que la mutacion ¢.456+4 A>T es la mas frecuente,
encontrandose en mas de 80 por ciento de los pacientes de este grupo, la
frecuencia de portadores ha sido estimada en menos de 1/100 (Kutler and

Auerbach 2004).

El gen FANCDI/BRCAZ2 codifica para la proteina FANC mas grande.
Se han descrito mutaciones en toda la extension del gen, pero se ha observado

en todos los pacientes con mutaciones en este gen que al menos una de las dos
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mutaciones es hipomorfica y conserva un dominio BRC funcional (Kalb, et al.

2007).

Al igual que FANCDI, en el gen FANCD2, todos los pacientes
conservan algun grado de funcion residual. Las mutaciones se distribuyen al

azar en todo el gen y la mitad de las mutaciones se encuentran en sitios de

splicing (Kalb, et al. 2007).

Unicamente se han descrito 3 familias con mutaciones en FANCE, que
es uno de los grupos de complementacion con menor representacion entre los

pacientes con AF (Kalb, et al. 2007).

FANCEF es el gen mas pequefio y tiene unicamente un exon. Al dia de
hoy se han descrito 5 mutaciones sin sentido y microdeleciones que se
concentran en la porcion 5’ del gen. Una caracteristica interesante de este gen
es el silenciamiento epigenético por metilacion de su promotor que se ha

descrito en varios tipos de tumores (Kalb, et al. 2007).

Las mutaciones de FANCG/XRCC9 estan presentes en 10 por ciento de
los pacientes con AF. Se han visto todos los tipos de mutaciones excepto
deleciones. Estas se encuentran dispersas a lo largo del gen aunque se

concentran en las regiones N- y C-terminal. En la poblacién negra de Sud
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Africa, Suazilandia, Mozambique y Malawi se ha observado la delecion
c.637 643delTACCGCC en mas de 80 por ciento de los pacientes con AF

(Kalb, et al. 2007).

El gen FANCI se identific6 en 2007 al estudiar, por analisis de
ligamiento, seleccion de regiones candidatas y confirmacion de éstas por
secuenciacion, a 8 pacientes pertenecientes al grupo de complementacion 1.
Se describieron nueve mutaciones puntuales y una delecion. Cuatro pacientes
fueron homocigotos, de estos dos provienen de matrimonios consanguineos.

El resto fueron heterocigotos compuestos (Dorsman, et al. 2007).

El gen FANCJ/BRIP1/BACHI es uno de los genes FANC mas grandes.
Unicamente se han descrito 8 mutaciones diferentes. De éstas, la mas
prevalente es la ¢.2392C>T (R798X). Puesto que se ha observado en grupos
étnicos diferentes y se ha corroborado su origen diverso por andlisis de
haplotipos, se ha determinado que esta mutacion es favorecida por la

estructura gendmica y ocurre en un “hotspot” (Kalb, et al. 2007).

El gen FANCL/PHF9 codifica para la subunidad catalitica del complejo
central. Solo se ha descrito un paciente perteneciente a este grupo en quien se
identifico una insercidon de 177 pb en una secuencia rica en pirimidinas entre

los exones 10 y 11 que condiciona pérdida del exon 11 (Kalb, et al. 2007).
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Igualmente, so6lo se ha reportado un paciente para el grupo de
complementacion M. Se identificaron las dos mutaciones en FANCM/Hef de
este heterocigoto compuesto: una mutacion sin sentido en el exén 13 en el
alelo materno y una delecion en el exén 15 en el alelo paterno (Kalb, et al.

2007).

En 2007, se identific6 el gen FANCN/PALB2 en 7 familias. Las
mutaciones bialélicas que se describieron son mutaciones puntuales que

conducen a proteinas truncas con pérdida de funcion (Reid, et al. 2007).

b) FAAP

Ademés de los 13 genes FANC, existen genes que codifican para
proteinas asociadas a AF (FAAP por sus siglas en inglés) para los cuales se ha
demostrado en modelos celulares experimentales que al comprometer su
funcidén las células muestran un fenotipo caracteristico de AF. Sin embargo,
no se les reconoce como grupo de complementacion como tal ya que, hasta el
momento, no se ha identificado ninglin paciente que tenga mutaciones en estos
genes. Ejemplos de esto son los genes que codifican para las proteinas

FAAP24 y FAAPI100.

FAAP24 es una proteina que forma un heterodimero estable con

FANCM vy forma parte del Complejo Central de AF. A través de su region
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nucleasa, FAAP24 puede unirse a ADN de cadena sencilla. Esta proteina es

necesaria para la monoubiquitinizacidon de FANCD2 (Ciccia, et al. 2007).

FAAP100 también forma parte del Complejo Central, en particular
participa en un subcomplejo en el que intervienen FANCB y FANCL. La
formaciéon de este subcomplejo parece evitar la degradacion de sus
componentes. Por otra parte, hay evidencia que sugiere una funcién

estructural para esta proteina (Ling, et al. 2007).

c) Otros

Ademas de los genes FANC y FAAP, existen otros cuyos productos
proteicos participan en las funciones de la via AF/BRCA. Se relacionan con
los procesos de recombinacion, sintesis translesional, sefializacion del ciclo
celular, remodelacion de la cromatina y otros procesos celulares (Rego,
Kolling and Howlett 2009). En la Tabla 3 se presentan algunos de los mas

importantes.
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Tabla 3.- Proteinas No-AF que participan en la via AF/BRCA

Proteina | Gen Locus Interaccion con | Funcién Proceso
proteinas AF
Rad51 RAD51 15q15.1 FANCDI1/ Formacion de microfilamento Recombinacion
BRCA2 Invasion de ssSDNA homologa
Union a motivo
BRC
BRCA1 | BRCAlL 17q21 FANCD2 Monoubiquitinizacion de Recombinacion
FANCA FANCD2. Formacion de foci homoéloga
FANCJ/ BRIP1 Reparacion de ICLs Remodelacion de la
FANCDI1/BRCA2 cromatina
BLM BLM 15q26.1 FANCA Helicasa 3°>5’ Recombinacion
FANCC Reparacion de ICLs Reparacion | homdloga
FANCF replicativa en la horquilla Reparacion
FANCG Localizacion a foci inducible replicativa
por MMC
Nibrina NBS1 8q21 FANCD2 Parte del complejo MRN. Recombinacion
Identifica y promueve homologa
reparacion de DSB. Promueve Union de extremos
autofosforilacion de ATM no homologos
Regulacién del ciclo
celular
PCNA PCNA 20p12 FANCDI1/ Modificaciones Sintesis translesional
BRCA2 postraduccionales permiten el
FNACD2 mantener la estabilidad de la
horquilla de replicacion
USP1 USP1 1p32.1 FANCD2 Desubiquitinizacion de Sintesis translesional
p32.3 FANCD2 en G2 Respuesta de estrés a
Desubiquitinizacion de PCNA la replicacion
ATM ATM 11g22.3 FANCD2 Protein cinasa que activa el Regulacion del ciclo
checkpoint de fase S en celular
respuesta a dafio al DNA (DSB)
ATR ATR 3q22q24 FANCD2 Protein cinasa que activa el Regulacién del ciclo
FANCI checkpoint de fase S en celular
FANCG respuesta a horquillas de
replicacion detenidas o ssDNA
CHEK1 | CHEK1 11922923 | FANCD2 Fosforilada por ATR Regulacion del ciclo
FANCE Necesario para la celular
monoubiquitinizacion de
FANCD2
Fosforilacion de FANCE induce
su degradacion
UBE2T | UBE2T 1q31 FANCL Participa en la Regulacién del ciclo
monoubiquitinizacion de celular
FANCD2
Promueve la
autoubiquitinizacion de FANCL
H2AX H2AX 11q23.2 FANCD2 Reclutamiento de proteinas de Remodelacion de la
q23.3 reparacion cromatina
Necesario para la formacion de
foci
TIP60 KAT5 11q13 FANCD2 Colocaliza con H2AX y Remodelacion de la
FANCD2 cromatina
Reparacion de ICLs
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2) Enlaces covalentes cruzados y su reparacion por la via
AF/BRCA

a) Enlaces covalentes cruzados

Los ICL, son un tipo de lesion del ADN que provoca la formacion de
enlaces covalentes entre las dos cadenas de la molécula. Esta modificacion en
la estructura impide la separacion de las cadenas, lo que a su vez genera
bloqueos en procesos celulares esenciales como la replicacion, la transcripcion
y la segregacion. La falta de reparacion de estas lesiones condiciona rupturas y

rearreglos cromosoémicos y muerte celular (Muniandy, et al. 2010).

Existen numerosos compuestos capaces de generar ICL en el ADN. Los
mas estudiados son los agentes quimioterapéuticos que se valen del efecto
toxico que producen los ICL como tratamiento contra el cancer. Otras fuentes
de agentes alquilantes pueden encontrarse en el ambiente como las
furocumarinas de algunas plantas, o hasta enddgenamente como ciertos
productos de la peroxidacion lipidica. La estructura y la toxicidad de los
enlaces cruzados depende del tipo de agente que los provoca, asi como de su

farmacocinética y su farmacodinamia (Dronkert and Kanaar 2001).

Uno de los agentes que se utiliza con mayor frecuencia tanto en la
clinica como en el laboratorio es la mitomicina C. Para activarse, tiene que

pasar por un ciclo de oxidacion-reduccion, liberando ROS que pueden generar

30



dafio adicional. Este firmaco es capaz de generar 6 tipos diferentes de aductos:
cuatro monoaductos, un enlace covalente intrahebra y un enlace covalente
cruzado. Todos se generan en las guaninas, principalmente cuando se
encuentran en sitios d(CpG) en el surco menor. Sin embargo, los ICL solo
pueden formarse en estos sitios lo cual provoca una disrupcion minima del
daplex. Del total de aductos que genera la MMC, tnicamente de 5 a 13 por

ciento son ICL (Muniandy, et al. 2010) (Dronkert and Kanaar 2001).

b) Via AF/BRCA

La reparacion de los ICL requiere de la activacion, durante la
replicacion, de la via AF/BRCA, cuya funcidn parece ser la coordinacion de
actividades pertenecientes a distintos mecanismos de reparacion clasicos, entre
los que se incluyen la reparacion por escision de nucledtidos, la sintesis

translesional y la recombinacion homologa.

Un evento indispensable para el correcto funcionamiento de esta via es
la monoubiquitinizacion de las proteinas FANCD2 y FANCI, por medio de un
grupo de proteinas FANC y proteinas asociadas a AF que se ensamblan para
formar un complejo que lleva el nombre de Complejo Central. Las proteinas
FANCD2-FANCI ubiquitinizadas son capaces de reconocer la lesion y atraer

otras proteinas para iniciar su reparacion. En los siguientes parrafos se detalla
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este proceso (Green and Kupfer 2009) (Kee and D'Andrea 2010) (Moldovan
and D'Andrea 2009).
Proteinas del Complejo Central (Core complex)

De las 13 proteinas FANC que se conocen hasta ahora, 8 forman parte
del Complejo Central. Este complejo es el responsable de llevar a cabo la
monoubiquitinizacion de FANCD2 y FANCI, vy si es deficiente en alguno de
sus componentes, su funcion se ve comprometida.  Algunos datos
experimentales sugieren la existencia de subcomplejos, pero su relevancia
biologica alin no ha sido dilucidada. La funcion especifica de algunas
subunidades se ha ido evidenciando. Asi, se ha determinado que el Complejo
Central es capaz de interactuar con la proteina FANCD2 a través de la
subunidad FANCE. También se identifico que la actividad ubiquitin E3 ligasa

del complejo estd a cargo de FANCL (de Winter and Joenje 2009).

Mas recientemente, FANCM ha aparecido como una proteina esencial
debido a la gran cantidad de roles que desempefia para preservar la integridad
gendmica en respuesta a dafio al ADN. Existe evidencia experimental que
indica que esta proteina, en asociacion con FAAP24, es capaz de activar el
punto de monitoreo de S para inhibir la replicacion del ADN, permitir la

localizacion del Complejo Central a la cromatina de los sitios de lesion para
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inducir la monoubiquitinizacion de FANCD2-FANCI vy estabilizar las
horquillas de replicacion colapsadas (Kee and D'Andrea 2010) (Kim, et al.

2008).

Proteinas del Complejo ID
Las proteinas FANCD2 y FANCI forman un complejo dinamico que

tiene la capacidad de entrar y salir de la cromatina en funcion de sus
modificaciones postraduccionales. Estas proteinas tienen un tamafio y una
estructura similares y en respuesta a dafio gendmico, pueden ser
monoubiquitinizadas por FANCL en las lisinas 561 y 523 respectivamente.
Este proceso es necesario para mantener la monoubiquitinizacion del otro
componente del complejo ID. Se ha visto que la ubiquitinizacién de FANCD2
es esencial para llevar a cabo el proceso de reparacion. Aunque la
modificacion de FANCI no es esencial, parece favorecer la reparacion,
ademas de tener un papel en la regulacion de la via AF. En respuesta a esta
modificacidon postraduccional FANCD2-I se localiza en foci de cromatina en

donde se encuentran otras proteinas involucradas en la reparacion (Moldovan

and D'Andrea 2009).

Proteinas efectoras rio abajo
Se considera que las proteinas FANCDI1, FANCJ y FANCN se

encuentran localizadas rio abajo del complejo ID ya que ninguna es necesaria
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para su monoubiquitinizacion. Estos componentes de la via AF son
considerados efectores ya que participan directamente el proceso de

reparacion.

FANCJ, también conocida como BRIP1 o BACHI, es el unico
componente de la via AF que tiene funcion helicasa, ademas de FANCM.
Cuando FANC]J es fosforilada en la serina 990 puede interactuar con el
dominio BRCT de la proteina no-AF BRCA1 para participar en la respuesta a
dafio al ADN (Moldovan and D'Andrea 2009). Un estudio reciente ha dado luz
sobre las funciones de este componente de la via AF. FANCJ es reclutado a la
cromatina en respuesta a estrés replicativo, probablemente para facilitar la
reparacion de la lesion que estd generando dicho estrés. Esta proteina se vale
de su funcion helicasa para permitir el ensamblaje de FANCD2
monoubiquitinizado a la cromatina en los sitios en los que ha habido dafio.
Los autores proponen que esta actividad podria remodelar el ADN para
evidenciar un sitio de union para FANCD?2 o bien podria generarlo al procesar
el ADN danado. Pareceria que FANCJ es la pieza que une fisicamente
FANCD2 con BRCA1. También pareceria tener un rol en el sefialamiento de

los puntos de monitoreo dependientes de ATR (Zhang, et al. 2010).
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La participacion de la proteina FANCD1/BRCA2 en la via FA/BRCA
esta bien estudiada; su dominio de uniéon a ADN vy su capacidad de interactuar
con numerosas proteinas le permite participar en diversos procesos celulares
como la estabilizacion de las horquillas de replicacion, la recombinacion
homologa y la regulacion de la citocinesis. En respuesta a dafio al ADN, esta
proteina interactia con FANCD2 monoubiquitinizada para organizar foci
nucleares en los que se localizan tanto BRCA1 como RADS1, los cuales son
sustratos necesarios para llevar a cabo la reparacion de las horquillas de

replicacion colapsadas (Andreassen and Ren 2009) (Kalb, et al. 2007).

FANCN también participa rio abajo en la via AF. En respuesta a dafio al
ADN, se une a FANCDI1 para regular su estabilidad y su interaccion con la

cromatina en la matriz nuclear (Andreassen and Ren 2009).

¢) Reparacion de los enlaces covalentes cruzados

La reparacion de ICL se inicia cuando la horquilla de replicacion se
encuentra con una lesidon y colapsa. Este estrés replicativo inicia la
sefalizacion a través del punto de monitoreo coordinado por ATR para el
reclutamiento de la maquinaria de reparacion. Este tipo de lesion es tan nociva
que para subsanarla genera otra lesion igualmente toxica para el ADN: la

ruptura de doble cadena (DSB por sus siglas en inglés). Para sobrellevar
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ambas, la célula utiliza varios mecanismos de reparacion de forma coordinada
que han sido descritos con detalle en (Andreassen and Ren 2009).
Reparacion por escision de nucleédtidos (NER)

La liberacion de los ICL es el primer paso en la reparacion de este tipo
de lesiéon. Para lograr esto se requiere que unas endonucleasa corten los
extremos 3’ y 5° del enlace covalente cruzado, generando un ruptura de doble
cadena en una de las cromatides hermanas. Existen varias nucleasas (XPF-
ERCCI1, el complejo SLX4 o la nucleasa FANCD2 en si misma) que podrian
llevar a cabo esta funcion. Recientemente, también se identificé la
endonucleasa FANI1 que, por estar localizada en los sitios de dafio con
FANCD?2 ubiquitinizada, es un candidato para liberar el ICL. La funcion
especifica de estas nucleasas es un topico de intensa investigacion en este

momento (Kee and D'Andrea 2010) (O'Donnell and Durocher 2010).

El aducto que se libera, queda unido a la otra hebra y debe ser eliminado

por la maquinaria de NER.

Sintesis translesional

Para restaurar la integridad de la hebra, una ADN polimerasa

translesional sintetiza la secuencia faltante en modo propenso a errores.
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Recombinaciéon homdloga o union de extremos no homdélogos

Las rupturas de doble cadena pueden ser reparadas a través de dos
mecanismos: por recombinacion homologa (RH) o por unioén de extremos no
homologos (NHEJ por sus siglas en inglés). La utilizacion de un mecanismo o
el otro atn no se entiende a detalle. Sin embargo, el factor determinante
parece ser la disponibilidad de cromdtides hermanas. Asi, la activacion de la
RH se ve favorecida durante las fases S y G2, cuando estd disponible el
templado homologo o la cromatide hermana. Mientras que cuando la ruptura
de doble cadena ocurre en G1 a consecuencia de un evento nocivo que no se

asocia con la replicacion, se activa primordialmente la NHEJ.

Cuando la RH se activa, el complejo MRN (MRE11-RADS50-NBSI)
utiliza su funcién exonucleasa 5°-3 para exponer ambos extremos 3’OH de
las hebras en la DSB. Esta reseccion genera ADN de cadena sencilla que
puede migrar para aparearse con su cromatida hermana para iniciar la RH.
Esto reinicia la horquilla de replicacion colapsada a la vez que repara la

ruptura de doble cadena que se gener¢ al liberar el ICL.

Se han propuesto algunos modelos que buscan explicar
mecanisticamente porque se favorece la activacion de un tipo de reparacion

sobre el otro en distintas fases del ciclo celular. Por un lado, en fase S, la
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activacion de la RH podria ser consecuencia de que FANCD2
monoubiquitinizado recluta factores involucrados en la recombinacion
(BRCA1, BRCA2). Por otro lado, estudios recientes sugieren que la via AF
estd involucrada activamente en la inhibicion de NHEJ; ya sea al no permitir
la unién de factores de NHEJ en la DSB o bien facilitando la eliminacion de
dichos factores de la cromatina dafiada, evitando en ambos casos el proceso de
unioén de extremos. Pareceria pues que el fenotipo AF es consecuencia tanto
de una RH deficiente como de una falla en la supresion de la union de
extremos no homologos, resultando en una reparacion de ADN propensa a
errores con acumulacion de deleciones e inserciones. (Kee and D'Andrea

2010).

Esquema 1. Modelo de reparacién de ICL

Enlace covalente Horquilla de Liberacion del ICL Sintesis
Cruzado ICL Reparacién Translesional
Colapsada ‘
= - N N
Resolucion y Reinicio  Recombinacion Reseccién del Reparacion de fa
de la Replicacion Homologa Extremo por MRN  Hebva por NER y
Sinissis

Tomado de (Andreassen and Ren 2009)



3) Regulacion de la via AF/BRCA

La activacidon no controlada de la via AF tiene efectos devastadores para la
célula. Actualmente, se cree que esta via se encuentra apagada de forma basal
y Unicamente se activa en respuesta al estimulo de dafio al ADN. Una vez que
¢éste es reparado, la via regresa a su estado inactivo. Puesto que el paso
limitante de la activacion de esta via es la ubiquitinizacion del complejo
FANCD2-I, muchos de los mecanismos de regulacion descritos hasta ahora se

centran en fomentar o limitar esta modificacion postraduccional.

Es importante mencionar que la via AF unicamente puede ser activada
durante la fase S del ciclo celular y que existen mecanismos de regulacion que

inhiben su actividad durante la mitosis.

a) Regulacion positiva: activacion de la via.

Como se ha mencionado, la via AF se activa en respuesta a la deteccion
de dafio al ADN. El principal regulador positivo de esta via, es la cinasa
ATR, encargada de coordinar la respuesta celular a este estimulo durante la
fase S. Al ejercer su funcion, esta enzima fosforila varios componentes de la

via AF, ya sea directamente o a través de su cinasa efectora Chkl.

Los principales blancos para esta regulacion son las proteinas FANCD?2

y FANCI que, como se expuso anteriormente, son la pieza clave para iniciar
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la formaciéon de foci de reparacion. Esta modificacion postraduccional
ocurre en ambos componentes de este complejo. Sin embargo, la evidencia
experimental parece indicar que la fosforilacion de FANCI tiene un papel
primordial en esta funcion regulatoria. Este es un ejemplo de comunicacion
cruzada en-trans de los sistemas de fosforilacion-ubiquitinizacién, en el que
la fosforilacion de FANCI, y en menor medida la de FANCD2, permite su
reclutamiento al complejo central para ser ubiquitinizadas. De manera
alternativa, también se propone que el efecto de esta modificacion es inhibir

la desubiquitinizacidon del complejo FANCD2-I, permitiendo asi su accion.

Como consecuencia de la formacion de ICL, la proteina FANCA se
vuelve blanco de ATR. Al ser fosforilada se localiza en el nicleo y puede
integrarse al Complejo Central para permitir una respuesta efectiva al dafio
al ADN. De la misma manera, se ha observado que FANCG debe ser

fosforilada para promover la reparacién (Moldovan and D'Andrea 2009).

b) Regulacion negativa: inhibicion de la via
Dado que la ubiquitinizacion del complejo FANCD2-I es la pieza clave
para la activacion de la via AF, uno de los mecanismos principales para
mantener la via AF silente es la desubiquitinizacidon de este complejo. Esta

es la tarea de la enzima USP1 que, a su vez, esta altamente regulada. Esta
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enzima se encuentra formando un complejo con UAF1 que actia como un
activador para USP1. En condiciones basales, el complejo USPI-UAFI
mantiene a FANCD2-I desubiquitinizado. En respuesta a dafno al ADN, la
funcion de este complejo se ve mermada por un doble mecanismo que
incluye la inhibicion de la transcripcion del gen USP1 y la degradacion por
el proteasoma del producto proteico de dicho gen. Este sistema de
regulacion permite que, en presencia de dafio al ADN, se acumule un

exceso de FANCD2-I ubquitinizado para promover la reparacion del dafio.

Otro nivel de regulacion de la via AF fue descrito recientemente y
consiste en no permitir la ubiquitinizacion del complejo FANCD2-1 al
eliminar al Complejo Central de la cromatina. Este mecanismo funciona de
la siguiente forma: la proteina FANCM forma un complejo con FAAP24
que se encuentra unido a la cromatina durante todo el ciclo celular. Sin
embargo, este complejo unicamente puede reclutar al Complejo Central
cuando FANCM se encuentra hipofosforilado, lo cual ocurre s6lo en la fase
S del ciclo celular. Una vez que la replicacion se ha completado, FANCM
es hiperfosforilada por wvarias cinasas (en particular Plkl).  Esta
modificacidon es reconocida por la ubiquitin ligasa SCF-BTRCP que a su

vez ubiquitiniza a FANCM marcéndola para degradacion por el sistema de
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proteasoma. Este mecanismo no sélo evita la activacion de la via AF,
ademas asegura que el Complejo Central no pueda ser reclutado a la

cromatina durante mitosis.

También se sugiere que la modulacion de la actividad de la ubiquitin-
ligasa y de las concentraciones locales de los distintos factores que
participan en la via AF podrian ser otros mecanismos de regulacion

negativa de la via AF (Moldovan and D'Andrea 2009).

Esquema 2. Regulacién de la via AF

Modificado de (Kalb, et al. 2007)
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V. CORRELACION GENOTIPO-FENOTIPO

A pesar de numerosos esfuerzos por establecer una correlacion

genotipo-fenotipo, la AF ha comprobado ser una enfermedad compleja.

La tUnica correlacidon genotipo-fenotipo por grupo de complementacion
sobre la que hay evidencia clara, es la relativa a los grupos de
complementacion AF-D1 y AF-N con el desarrollo de meduloblastoma, tumor
de Wilms y LAM a edad temprana. Estos pacientes alcanzan una incidencia

acumulada para malignidad de 97 por ciento a los 5.2 afios.

Algunas observaciones deben considerarse con cautela debido a posibles
sesgos de muestreo por la baja frecuencia de ciertos grupos de
complementacion. Sin embargo, se ha reportado que los grupos AF-B, AF-E y
AF-F son aquellos en los que se observa menor severidad clinica. De la
misma manera, se ha descrito un fenotipo més leve en aquellos pacientes que
muestran mosaicismo revertante, aunque sélo se ha descrito en 5 de los 13

grupos de complementacion.

Una regla de pronostico general que ha sido posible establecer es que
los pacientes que presentan pocas malformaciones congénitas y en quienes el
eje radial estd integro tienen un mayor riesgo de desarrollar las neoplasias

asociadas con AF (AML y SCC). No obstante, ain estd por demostrarse que
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esta observacion es valida para cada uno de los distintos grupos de

complementacion.

Los intentos por relacionar directamente el fenotipo de los pacientes con
alguno de los genes responsables de la enfermedad han resultado poco
fructiferos. Sin embargo, a medida que se dispone de mayor informacion
sobre el tipo de mutaciones, se ha comprobado la importancia de la
caracterizacion de €stas para entender esta compleja enfermedad. Asi, ha sido
posible establecer que las mutaciones nulas son mas graves que las que
guardan algin grado de funcidén. Prueba de esto es el que, hasta la fecha, no
se haya identificado individuo alguno con mutaciones nulas (amorfas) en
ambos alelos para los grupos de complementacion AF-D2, AF-I. Esto sugiere
que, al presentarse dicho caso, el resultado es fatal de forma prenatal, lo que se
ha confirmado en modelos murinos con mutaciones amorfas homocigotas para
Brca2. Asimismo, en pacientes del grupo de complementacion AF-A, se ha
visto que la ausencia completa de la proteina FANCA resulta en un fenotipo
mas severo que en aquellos individuos del mismo grupo en los que se detecta

proteina residual.

Se cree que existen mutaciones que permiten supervivencia a largo

plazo. Préacticamente todos los pacientes con AF mayores de 50 afios
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pertenecen al grupo de complementacion AF-A, la mayoria son heterocigotos

compuestos y portan al menos una mutacion de sentido erroneo.

A medida que se conozca mds sobre la estructura y la funcion de las
proteinas AF podrd predecirse de mejor forma el efecto de las distintas

mutaciones que afectan a los genes que las codifican.

Por si lo anterior fuera poco, algunas familias en las que se observan
fenotipos discordantes sugieren que en esta enfermedad mendeliana también
influyen otros factores como el trasfondo genomico, los genes modificadores,

los factores ambientales y el azar (Neveling, Endt, et al. 2009).

B. ANTECEDENTES DIRECTOS

En 1996, Frias et al. trataron lineas celulares linfoblastoides derivadas
de pacientes AF-A y de pacientes sanos con MMC para evaluar el efecto de
dicho farmaco sobre la sintesis de ADN en ambos contextos. Los resultados
de este estudio mostraron que la exposicion a MMC de células AF inducia una
disminucion en la cantidad de células que sintetizaban ADN. Se demostré que
este efecto se mantiene en el tiempo (a mayor tiempo post exposicion, menor
numero de células marcadas). De igual forma, esto no se observo en la linea

celular normal, y en ausencia del estimulo nocivo, no se encontraron
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diferencias en el numero de células marcadas entre estas lineas celulares. Los
resultados fueron concordantes con los de otros investigadores que también
ponen de manifiesto que la MMC afecta el numero de células que se
encuentran en fase S sin alterar la cantidad de ADN que se sintetiza por célula

(Frias, et al. 1996).

Posteriormente, en otra serie de experimentos realizados en el
Laboratorio de Citogenética del Instituto Nacional de Pediatria, Molina et al.
estudiaron la repuesta a MMC de cinco lineas celulares linfoblastoides AF
(AF-A, -B, -C, -D1 y E) y una linea celular normal analizando dos pardmetros:

indice mitdtico (IM) y aberraciones cromosomicas (AC).

El indice mitético permite identificar la progresion del ciclo celular de
G2 a M. En la linea celular normal, se observé un IM basal de 2.4 + 0.2 que
aumentd hasta 2.9 + 0.5 al exponer a las células a MMC por 24 horas.
Mientras que el IM basal de las células AF fue de 3.4 + 0.9, al exponerse por
24 horas a MMC, aument6 hasta 3.8 + 1.0. En las otras lineas celulares AF,
también se observd un aumento en el nimero de células que pasan de G2 a M
posterior a una exposicion equivalente. Los autores suponen que esto podria
deberse al arresto del ciclo celular resultante de la exposicion a MMC y de la

sincronizacién de los cultivos que ocurre como consecuencia de la eliminacion
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del bloqueo al eliminar dicho estimulo. Puesto que las células AF son mas
sensibles al arresto de G2/M inducido por MMC, se esperaria que hubiera una

mayor cantidad de células AF en mitosis con respecto a las células normales.

Las AC son la forma mas clara de dafio al ADN. Su identificacion es un
dato inequivoco de la discontinuidad del material genético y por ende de su
inestabilidad. La linea normal analizada demostré una frecuencia basal de
0.05 = 0.03 aberraciones por célula, la exposicion a MMC aumentd la
frecuencia de AC a 0.11 £ 0.03. Por su parte, las células AF-A presentaron
una frecuencia basal de AC de 0.15 £ 0.06 y al ser expuestas a MMC,
aumentd a 3.05 = 1.04. Por otra parte, 78 por ciento de las células AF del
grupo de complementacion A demostraron ser c¢lulas muy dafiadas con mas

de 5 aberraciones por célula.

Ambas observaciones permiten concluir que una parte de las células
AF-A estan transitando de G2 a M a pesar de tener dafio cromosomico extenso

(Molina, et al. 2010).

Finalmente, en 2008, Martinez et al. describieron el efecto de MMC
sobre la expresion diferencial de genes asociados a TP53, con el fin de

dilucidar la naturaleza de los procesos celulares asociados a daiio al ADN en
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ausencia de una via AF/BRCA funcional. Para esto, cuantificaron por medio
de RT-PCR cuantitativa los transcritos de 21 genes de interés posterior a la

exposicion a MMC.

En células normales no se identificaron cambios de expresion
significativos posterior a la exposicion a MMC. En cambio, las células AF-A
demostraron un aumento significativo de la transcripcion de TP53 y siete
genes regulados por este factor de transcripcion, entre los que se incluyeron
TR1AP1, TP5313, CDKNI1A, PCNA, DDB2, SGK, GADD45A. También se
identifico un aumento en la expresion de dos genes indirectamente regulados
por TP53: CCNBI1, HSPAS, y de un gen no regulado por TP53 pero que

interviene en el metabolismo oxidativo: SOD]1.

Estos resultados mostraron que en células que tienen comprometida la
via AF/BRCA, el estrés genotoxico provocado por MMC condiciona un
aumento en la expresion de TP53 y algunos de sus blancos con el fin de
mantener la integridad del material genético de la célula al estimular tres
procesos celulares clave dependientes de TP53: arresto del ciclo celular
(CDKNI1A, CCNBI1, GADD45A), reparacion del ADN (BLM, XPC, DDB2) y

apoptosis (TP5313, TNFRS10B) (Martinez, et al. 2008).
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En resumen, estos resultados indican que al exponer a las células AF-A
al estimulo genotoxico de la MMC: 1) la mayoria de las células son incapaces
de replicar su ADN durante la fase S, 2) hay una mayor cantidad de células
AF-A que transitan de G2 a M a pesar de que tienen una gran cantidad de AC
en comparacion con las células normales y 3) las células AF-A que tienen
dafio genotdxico son capaces de promover los procesos celulares de arresto
del ciclo celular, reparacion del ADN y apoptosis mediados por TP53, que

tienen como fin mantener la integridad del material genético de la célula.

Se trata pues de cé¢lulas con extenso dafio gendmico que son capaces de
avanzar en el ciclo celular a pesar del dafio. Dichas células podrian conservar
el potencial de fomentar procesos celulares con el fin de mantener la
integridad del genoma y se esperaria que pudieran ser detenidas y eliminadas
en fases posteriores del ciclo celular. La primera interrogante a vislumbrar
seria definir si las células AF-A dafiadas son capaces de terminar exitosamente
la mitosis. Para esto, en la investigacion objeto de este trabajo se uso el indice
mitotico (IM) que es un indicador de si la célula fue capaz de iniciar la mitosis
y el indice nuclear (IN) que mide si la célula completé exitosamente la

division celular.
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C. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y PREGUNTA DE
INVESTIGACION

La AF es una enfermedad que presenta una alteracion en el sistema de
reparacion del ADN o de vigilancia de la integridad gendémica. En
experimentos previos, se ha observado un nimero de mitosis suficiente para
hacer un estudio citogenético en células AF expuestas a MMC. Las células
analizadas tienen un gran nimero de aberraciones cromosomicas por lo que no
se esperaria que este tipo de células entraran a mitosis, como se observa que
sucede. Sin embargo, el inicio de la mitosis cuantificada por el IM, no es
indicativo del nimero de células que concluyeron la division celular. Es
posible que después de metafase (sub-fase en la que se analizan los
cromosomas), las células muy dafnadas se seleccionen negativamente y se

eliminen.

La medicion de IM e IN en células AF-A que han sido expuestas a
MMC, permitira comprobar si las células dafiadas pueden iniciar y terminar la

mitosis.

(Existen diferencias en la capacidad de iniciar y concluir la mitosis entre
células con anemia de Fanconi-A y células normales expuestas a

mitomicina C?
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D. DISENO DEL ESTUDIO

Este es un estudio experimental.

E. OBJETIVOS

I. GENERAL

Identificar la existencia de diferencias en el inicio y el término de la
mitosis en cultivos de células normales y de células con AF-A expuestas a

MMC mediante la comparacion del IM y el IN.

II. ESPECIFICOS

Determinar IM, IN y cantidad de células MN, BN y PN 24 horas

posteriores al inicio de la exposicion a MMC en ambos grupos.

Determinar IM, IN y cantidad de células MN, BN y PN 48 horas

posteriores al inicio de la exposicion a MMC en ambos grupos.

Comparar IM, IN y cantidad de células MN, BN y PN de células AF-A
y células normales a las 24 horas y 48 horas posteriores al inicio de la

exposicion a MMC.
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F. HIPOTESIS

Posterior a la exposicion a MMC, las células AF-A seran menos

exitosas en iniciar y completar la mitosis respecto de las células normales.

G. JUSTIFICACION

Los pacientes con AF tienen un mayor riesgo de desarrollar tumores a lo
largo de la vida. Presentan una incidencia acumulada a los 40 afios de 33 por
ciento para tumores hematologicos y de 28 por ciento para tumores solidos.
Esta incidencia es 500 veces mayor que la de la poblacién general (Kutler,

Singh, et al. 2003).

Las células AF son un modelo bioldgico natural para estudiar y
comprender los mecanismos normales de vigilancia y reparacion del genoma
humano. Es bien sabido que el mal funcionamiento de estos conduce al

desarrollo de neoplasia.

Estudiar el efecto de la MMC sobre la reproduccion celular de la linea
AF-A generara conocimiento sobre la supervivencia de estas células cuando
su material genético estd dafiado y aportard informacion sobre la biologia de la

enfermedad.
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H. MATERIALES Y METODOS

L.

MATERIALES

Lineas celulares linfoblastoides AF-A VU817 y NL-49

Material plastico de cultivo y de cosecha

Laminillas esmeriladas

Pipetas varias

Medio RPMI 1640 (Gibco BRL, Green Island, NY, USA)
Antibidtico-antimicotico (Gibco RL, Grand Island, NY, USA)
Suero fetal de bovino (HyClone, Utah, USA)

Glutamina (Gibco RL, Grand Island, NY, USA)

Piruvato de sodio (Gibco RL, Grand Island, NY, USA)
Aminoéacidos no esenciales (Gibco RL, Grand Island, NY, USA)
Ficoll hypaque (Axis-Shield, Scotland)

Colchicina (Sigma, St Louis MO, USA)

Citocalasina B (Sigma, St Louis MO, USA)

Cloruro de Potasio 0.075 M (Merck & Co., Inc., Whitehouse
Station, N.J. USA)

Fijador Carnoy: Metanol 3:1 Acido Acético (Merck & Co., Inc.,

Whitehouse Station, N.J. USA)
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e Mitomicina C (MMC) (Sigma, St Louis MO, USA)

e C(Colorantes diversos.

II. METODOS

1) Diseno Experimental

Las células AF son conocidas por tener comprometido el sistema de
reparacion de enlaces covalentes cruzados. A consecuencia de esto tienen
alteraciones en la duracion del ciclo celular y el punto de monitoreo de S.

Aparentemente, el punto de monitoreo de G2/M parece estar intacto.

En vista de que experimentos previos en el laboratorio sugieren que las
células AF-A muy dafiadas tienen la capacidad de entrar a mitosis a pesar de
la existencia de un punto de monitoreo de G2/M en respuesta a dafio al ADN,
se decidié monitorizar la entrada y salida de células AF-A a mitosis. Por lo

anterior, se decidi6 realizar un estudio experimental en este trabajo.

Para hacer el seguimiento de las células que han iniciado la mitosis se
utilizd el indice mitdtico: IM. Este indice se calcula como el cociente del
nimero de células en mitosis y el total de células observadas, multiplicado por

100. A mayor IM, mayor cantidad de cé€lulas se encuentran en mitosis.

54



El seguimiento de las células que completaron la mitosis se hizo al
determinar el indice nuclear (IN). Este indicador es una medicion ponderada
de la cantidad de ciclos celulares completados exitosamente por las células.
Este indice se construye a partir de la medicion de la cantidad de células
mononucleadas (MN), binucleadas (BN) y polinucleadas (PN) observadas de
acuerdo a lo propuesto por Fenech (Fenech and Morley 1985). De la misma
forma, a mayor IN, mayor eficiencia para completar los ciclos celulares. El
analisis en conjunto pero por separado de estas variables permite, a su vez,
identificar la cantidad de células que completaron exitosamente ninguno, uno

0 mas ciclos celulares.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado para poder calcular

medidas de tendencia central y de dispersion.

2) Preparacién para Indice Mitético

Para cada una de las repeticiones, se realizaron cuatro cultivos de cada
una de las lineas celulares con una densidad de 300,000 células/ml en medio
RPMI 1640, suplementado con 10% suero fetal bovino inactivado, glutamina,
piruvato de sodio, aminoicidos no esenciales y 1% de antibiotico-

antimicotico. Los cultivos se mantuvieron a 37°C con 5% de COs,.
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La mitad de los cultivos fueron tratados por 24 horas con MMC
[10ng/mL]. Se cosecharon cultivos en dos lapsos de tiempo: los primeros, 24
horas posteriores al inicio del cultivo; los segundos, 48 horas posteriores al
inicio de los cultivos, dejando un lapso de recuperacion sin MMC de 24 horas

para las células que fueron expuestas.

Se detuvo la mitosis con colchicina [10ug/ml], 2 horas previas al
momento de la cosecha y se hizo la cuantificacion del numero de células en
mitosis de un total de 2,000 células consecutivas. Se calculd el indice

mitotico conforme se describe en la seccion de Disefio Experimental.

En el Esquema 3 se presentan las condiciones experimentales a las que

fueron sometidas ambas lineas celulares.
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Esquema 3. Condiciones experimentales para obtencion de indice mitotico

3) Preparacién para indice Nuclear

Para cada una de las repeticiones, se realizaron cuatro cultivos
(diferentes de los que se hicieron para obtener el IM) de cada una de las lineas
celulares con una densidad de 300,000 células/ml en medio RPMI 1640,
suplementado con 10% suero fetal bovino inactivado, glutamina, piruvato de
sodio, aminoacidos no esenciales y 1% de antibidtico-antimicotico. Los

cultivos se mantuvieron a 37°C con 5% de CO,.

La mitad de los cultivos fueron tratados por 24 horas con MMC
[10ng/mL]. Se cosecharon cultivos en 2 lapsos de tiempo: los primeros, 24

horas posteriores al inicio del cultivo; los segundos, 48 horas posteriores al
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inicio de los cultivos, dejando un lapso de recuperacion sin MMC de 24 horas

para las células que se expusieron.

Para obtener el IN se detuvo la citocinesis exponiendo a las células 24
horas antes de su cosecha a citocalasina B [3ug/ml] y se midi6 el nimero de
células mononucleadas (MN), binucleadas (BN) y polinucleadas (PN) en 200

células consecutivas, aplicando la férmula descrita por Fenech (Fenech and

Morley 1985).

En el Esquema 4 pueden consultarse las condiciones experimentales a

las que fueron sometidas ambas lineas celulares.

Esquema 4. Condiciones experimentales para obtencion de indice nuclear.
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Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado.

En la Tabla 4 se presenta la nomenclatura utilizada para referirse a las
distintas condiciones experimentales utilizadas. Esta nomenclatura serd una

referencia util en la seccidon de resultados.

Tabla 4. Nomenclatura de los experimentos.

Nomenclatura Tratamiento Tiempo de cosecha
CTRL24 Control- sin tx 24 horas
MMC24 MMC- 10ng/ml 24 horas
CTRL48 Control-sin tx 48 horas
MMC48 MMC- 10ng/ml 48 horas

A esta nomenclatura se afiadiran diversos prefijos que haran referencia a
la variable de interés. Cuando se refiera al indice mitético, se usa el prefijo
IM-, mientras que cuando sea respecto al indice nuclear, el prefijo que se
utiliza es IN-. De la misma forma, cuando se habla del numero de
mononucleadas se utiliza MN-, el nimero de binucleadas se representa como
BN- y el de polinucleadas como PN-. Por su parte, los prefijos NL- y AF-
hacen referencia a la linea celular (NL-49 y AF-A VU817 respectivamente) en

la que se hizo la observacion.

I. RESULTADOS

Con el objeto de identificar la eficiencia de entrada y salida de mitosis

de las dos lineas celulares estudiadas se obtuvieron, por un lado los valores de
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indice mitotico (IM) e indice nuclear (IN). Por otro lado, para identificar la
distribucion de las células entre aquellas que no han completado ciclo celular
alguno y las que han completado uno o mas, se contabilizaron el nimero de
c¢lulas mononucleadas (MN), binucleadas (BN) y polinucleadas (PN). Estas
variables fueron obtenidas para cada una de las muestras, en cada una de las
distintas condiciones a las que fueron sometidas ambas lineas celulares, como

se detallo en la seccidon de material y métodos.

Para demostrar la existencia de diferencias significativas entre las
observaciones realizadas, se llevaron a cabo pruebas estadisticas no
paramétricas, utilizando el programa de estadistica SPSS version 12.0, debido
a que el pequefio tamafio de la muestra no permite comprobar normalidad en

su distribucion.

Para variables dependientes (medidas en la misma linea celular pero en
distintas condiciones experimentales), se utilizd la prueba de diferencia de
medianas de Wilcoxon que estd disefiada para probar una hipotesis sobre la
localizacion de las muestras en la distribucion de una poblacion. Esta prueba
se utiliza en muestras pareadas, para probar la hipotesis de que la diferencia de

medianas es cero.
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Por otro lado, cuando se compararon variables independientes (medidas
en distintas lineas celulares), se utilizé la prueba de diferencia de medianas de
Mann-Whitney para probar la hipotesis nula de que dos poblaciones tienen
funciones de distribucion idénticas contra la hipdtesis alternativa de que las
funciones de distribucion difieren tinicamente con respecto a su localizacion
(mediana). Para ambas pruebas se consideraron significativos aquellos valores

con una p igual o menor a 0.05. (Electronic Statistics Textbook n.d.)

En las tablas siguientes, se presentan los resultados de las tres

observaciones realizadas para cada variable estudiada.

Tabla 5. Resultados de las tres observaciones independientes de indice mitético (IM)*
en las distintas condiciones experimentales

Experimento R1 R2 R3 Promedio DE

NLCTRL24 1.112 1.471 1.061 1.215 0.224
NLMMC24 1.523 1.112 0.959 1.198 0.292
NLCTRLA48 1.989 2.617 1.574 2.060 0.525
NLMMC48 0.756 2.302 1.266 1.441 0.788
Experimento R1 R2 R3 Promedio DE

AFCTRL24 2.669 4.058 3.093 3.273 0.712
AFMMC24 0.604 1.833 2.041 1.492 0.777
AFCTRLA48 2.197 4.657 3.466 3.440 1.230
AFMMC48 1.471 1.678 3.252 2.134 0.974

En negritas se marcan los valores que corresponden a la mediana para cada experimento.
*IM = (# mitosis/2000 células observadas) x 100.
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Tabla 6. Resultados de las tres observaciones independientes de indice nuclear (IN)*
en las distintas condiciones experimentales

Experimento R1 R2 R3 Promedio DE

NLCTRL24 1.185 1.240 1.150 1.192 0.045
NLMMC24 1.175 1.235 1.185 1.198 0.032
NLCTRL48 1.365 1.275 1.385 1.342 0.059
NLMMC48 1.235 1.310 1.285 1.277 0.038
Experimento R1 R2 R3 Promedio DE

AFCTRL24 1.180 1.120 1.105 1.135 0.040
AFMMC24 1.160 1.130 1.145 1.145 0.015
AFCTRLA48 1.250 1.170 1.200 1.207 0.040
AFMMC48 1.100 1.195 1.255 1.183 0.078

En negritas se marcan los valores que corresponden a la mediana para cada experimento.
*IN = ((MN)+2(BN)+3(PN))/200 células observadas

Tabla 7. Resultados de las tres observaciones independientes del nimero de células
mononucleadas (MN), binucleadas (BN) y polinucleadas (PN) de la linea celular NL-
49 en las distintas condiciones experimentales

Experimento R1 R2 R3 Promedio DE
MNCTRL24 164 152 173 163 10.53565
BNCTRL24 35 48 24 36 12.01388
PNCTRL24 1 0 3 1 1.52752
MNMMC24 168 158 164 163 5.03322
BNMMC24 29 37 35 34 4.16333
PNMMC24 3 5 1 3 2.00000
Experimento R1 R2 R3 Promedio DE
MNCTRLA48 128 149 125 134 13.07670
BNCTRL48 71 47 73 64 1.46836
PNCTRLA48 1 4 2 2 1.52752
MNMMC48 154 144 146 148 5.29150
BNMMC48 45 50 51 49 3.21455
PNMMC48 1 6 3 3 2.51661

En negritas se marcan los valores que corresponden a la mediana para cada experimento.
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Tabla 8. Resultados de las tres observaciones independientes del nimero de células
mononucleadas (MN), binucleadas (BN) y polinucleadas (PN) de la linea celular AF-A
VU817 en las distintas condiciones experimentales

Experimento R1 R2 R3 Promedio DE
MNCTRL24 164 176 179 173 7.93725
BNCTRL24 36 24 21 27 7.93725
PNCTRL24 0 0 0 0 0.00000
MNMMC24 168 174 171 171 3.00000
BNMMC24 32 26 29 29 3.00000
PNMMC24 0 0 0 0 0.00000
Experimento R1 R2 R3 Promedio DE
MNCTRLA48 151 166 160 159 7.54983
BNCTRL48 48 34 40 41 7.02377
PNCTRLA48 1 0 0 0 0.57735
MNMMC48 180 161 149 163 15.63116
BNMMC48 20 39 51 37 15.63116
PNMMC48 0 0 0 0 0.00000

En negritas se marcan los valores que corresponden a la mediana para cada experimento.

I. ANALISIS DESCRIPTIVO

En esta seccion se describiran los resultados obtenidos de forma general.

1) indice Mitético
En la Grafica 1 se presentan los promedios de los IM para cada
experimento. Da la impresion de que en ambas lineas celulares a mayor
tiempo de cosecha mayor IM mientras que disminuye cuando se expone a
MMC. También se observa consistentemente que los IM de las células AF son

mayores que los de las células normales.
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Gréfica 1. Promedios del indice mitotico para las lineas celulares
NL-49 y AF-A VU817 en las diferentes condiciones experimentales.

2) Indice Nuclear

En la Gréfica 2 se muestran los promedios de los IN en cada una de las
condiciones experimentales. De igual manera a lo observado para los IM,
pareceria que en ambas lineas celulares a mayor tiempo de cosecha mayor IN,
asi como que la exposicion a MMC lo disminuye. Sin embargo, de manera
opuesta a lo observado para los IM, las células normales tienen un IN mayor

que el de las células AF en todas las condiciones experimentales.
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Gréfica 2. Promedios del indice nuclear para las lineas celulares
NL-49 y AF-A VU817 en las diferentes condiciones experimentales.

3) Cantidad de células mononucleadas, binucleadas vy
polinucleadas

En la Grafica 3 se exponen los promedios de la cantidad de células MN,

BN y PN en las distintas condiciones experimentales.
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Gréfica 3. Promedios la cantidad de mononucleadas, binucleadas
y polinucleadas para las lineas celulares NL-49 y AF-A VU817
en las diferentes condiciones experimentales.

El tiempo de cosecha parece no afectar la distribucion de las células, y
la exposicion a MMC incrementa la cantidad de células BN. En este caso
llama la atencion que la cantidad de células MN de la linea AF siempre es
mayor que el de la linea normal, a diferencia de las c¢lulas BN y PN que

siempre son mayores en la linea normal.

II. ANALISIS COMPARATIVO

En esta seccidon se llevara a cabo el analisis estadistico necesario para

comprobar si existen diferencias entre, por una parte el valor de las variables
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bajo distintas condiciones experimentales al interior de una misma linea
celular, y por otra, el valor de dichas variables entre las dos lineas celulares

estudiadas.

1) Diferencias dentro de la misma linea celular
a) Linea celular NL-49

Puesto que diferentes muestras de la misma poblacion de células NL-49
fueron evaluadas en distintas condiciones experimentales, las mediciones de
las variables de estas muestras se consideran dependientes del tiempo y de la
exposicion al tratamiento.

Diferencias por tiempo

Debido a lo anterior, se utilizo la prueba de diferencia de medianas para
variables dependientes de Wilcoxon para comprobar si existen diferencias
significativas como resultado de los tiempos de cosecha, tanto en caso de

haber sido expuestas o no al efecto de la MMC.

Ninguna de las pruebas realizadas alcanzé significancia estadistica. Por
lo tanto se puede decir que el momento en el que se realiza la cosecha no
produce variaciones significativas en IM, IN ni en la cantidad de MN, BN y

PN de la linea celular NL-49.

En la Tabla 9 se exponen los resultados de dichas pruebas.
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Tabla 9. Prueba de Wilcoxon para variables dependientes
de células NL-49 por tiempo

Experimento 24 horas 48 horas Wilcoxon p
IM CTRL 1.112 1.989 -1.604 0.109
IM MMC 1.112 1.266 -0.535 0.593
IN CTRL 1.185 1.365 -1.604 0.109
IN MMC 1.185 1.285 -1.604 0.109
MN CTRL 164 128 -1.604 0.109
BN CTRL 35 71 -1.069 0.285
PN CTRL 1 2 -0.447 0.655
MN MMC 164 146 -1.633 0.102
BN MMC 35 50 -1.633 0.102
PN MMC 3 3 -0.272 0.785

Diferencias por exposicion a tratamiento

De la misma manera, se utilizé la prueba de Wilcoxon para investigar si
existen diferencias significativas producidas por la exposicion a MMC tanto a
las 24 horas como a las 48 horas de cosecha. Estos resultados se exponen a

continuacion.

Tabla 10. Prueba de Wilcoxon para variables dependientes
de células NL-49 por tratamiento

Experimento CONTROL MMC Wilcoxon p
IM 24 1.112 1.112 -0.272 0.785
IM 48 1.989 1.266 -1.633 0.102
IN 24 1.185 1.185 0.000 1.000
IN 48 1.365 1.285 -1.069 0.285
MN24 164 164 0.000 1.000
BN24 35 35 -0.272 0.785
PN24 1 3 -0.816 0.414
MN48 128 146 -1.069 0.285
BN48 71 50 -1.069 0.285
PN48 2 3 -1.342 0.180
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Nuevamente, ninguno de estos resultados fue significativo
estadisticamente. Por ende, la exposicion a MMC no produce un efecto
especifico sobre IM, IN ni sobre la cantidad de MN, BN y PN en la linea

celular NL-49.

b) Linea celular AF-A VU817

También se estudié la linea celular AF-A VU817, bajo distintas
condiciones experimentales, por lo que la medicidon de sus variables también
se consideran dependientes.

Diferencias por tiempo

Los resultados de las observaciones fueron sometidas a la prueba de
Wilcoxon para definir si existen diferencias significativas causadas por el
momento de la cosecha, tanto en el grupo que fue expuesto a MMC como en

el que no. A continuacion, la Tabla 11 resume estos datos.

Tabla 11. Prueba de Wilcoxon para variables dependientes
de células AF-A VU817 por tiempo

Experimento 24 horas 48 horas Wilcoxon p
IM CTRL 3.093 3.466 -0.535 0.593
IM MMC 1.833 1.678 -1.069 0.285
IN CTRL 1.120 1.200 -1.604 0.109
IN MMC 1.145 1.195 -1.069 0.285
MN CTRL 176 160 -1.604 0.109
BN CTRL 24 40 -1.604 0.109
PN CTRL 0 0 -1.000 0.317
MN MMC 171 161 -1.069 0.285
BN MMC 29 39 -1.069 0.285
PN MMC 0 0 0.000 1.000
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Estos resultados tampoco demuestran significancia estadistica. Al igual
que para la linea celular NL-49, el momento de la cosecha no es un factor que
condicione un cambio significativo en IM, IN ni en la cantidad de MN, BN y
PN de las células AF-A VUS817.

Diferencias por exposicion a tratamiento

Por ultimo, la prueba de Wilcoxon también fue utilizada para investigar
si existen diferencias significativas entre las variables estudiadas de esta linea
celular que puedan explicarse por el efecto de la MMC en los dos momentos

en los que se realizo la medicidon. Se muestran los resultados en la Tabla 12.

Tabla 12. Prueba de Wilcoxon para variables dependientes
de células AF-A VU817 por tratamiento

Experimento CONTROL MMC Wilcoxon p
IM 24 3.093 1.833 -1.604 0.109
IM 48 3.466 1.678 -1.604 0.109
IN 24 1.120 1.145 -0.535 0.593
IN 48 1.200 1.195 0.000 1.000
MN 24 176 171 -0.535 0.593
BN 24 24 29 -0.535 0.593
PN 24 0 0 0.000 1.000
MN 48 160 161 0.000 1.000
BN 48 40 39 0.000 1.000
PN 48 0 0 -1.000 0.317

Puesto que estos resultados no demostraron significancia estadistica, se

puede decir que la exposicion a MMC tampoco produce un efecto
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significativo sobre IM, IN ni sobre la cantidad de MN, BN y PN en la linea

celular AF-A VUS817.

En resumen, se puede concluir que para las dos lineas celulares
estudiadas, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
IM, IN ni en la cantidad de MN, BN y PN que se expliquen por el momento
en que se realizd la cosecha ni por el efecto del tratamiento con MMC. Es
decir que dentro de la misma linea celular, ni el momento de la cosecha ni la
exposiciéon al tratamiento son factores que modifiquen las variables

estudiadas.

2) Diferencias entre las lineas celulares

Las comparaciones que se realizan entre variables independientes de
muestras diferentes, como es el caso cuando se comparan los resultados de las
observaciones de las mismas variables en dos lineas celulares diferentes,
deben abordarse con pruebas que permitan identificar un cambio en su
localizacion en la distribucion. La prueba de diferencia de medianas

independientes o U de Mann-Whitney, es la indicada en este caso.
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a) Cosecha a las 24 horas

Sin tratamiento

Los resultados de la prueba de Mann-Whitney para las distintas
variables a las 24 horas de cosecha cuando no hubo exposicion a MMC se

presentan a continuacion.

Tabla 13. Prueba de Mann-Whitney para comparacion de
variables independientes entre lineas celulares
a las 24 horas de cosecha sin exposicion a mitomicina C

Variable NL-49 AF-A VU817 Mann-Whitney p
IM 1.112 3.093 0.000 0.046*
IN 1.185 1.120 1.000 0.127
MN 164 176 1.500 0.184
BN 35 24 2.500 0.376
PN 1 0 1.500 0.121

La unica variable que mostr6 una diferencia estadisticamente
significativa al comparar los resultados entre las dos lineas celulares fue el IM.
En este caso, el IM de las células AF-A VU817 resulto ser significativamente
mayor que el de las células NL-49. La Grafica 4 muestra las distribuciones de
los indices mitoticos de ambas lineas celulares y se observa claramente que la
localizacion de las distribuciones no se traslapan por lo que pueden

considerarse diferentes.
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Gréfica 4. Comparacion de las distribuciones de los indices mitéticos de las lineas
celulares NL-49 y AF-A VU817 a las 24 horas sin tratamiento con mitomicina C

En condiciones basales (sin tratamiento y a las 24 horas de cosecha),
hay una mayor cantidad de cé€lulas AF-A VU817 que inician la mitosis,
mientras que no hay diferencias entre la cantidad de células que terminan la
mitosis entre las dos lineas celulares. Estos resultados podrian deberse a que
las células AF-A VU817 estan alargando su estancia en mitosis y no se
alcanza a ver su culminacion, o bien podria ser el resultado de su muerte

durante la division celular.
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No se encontraron diferencias significativas en el numero de células
MN, BN y PN entre las dos lineas celulares en estas condiciones
experimentales, lo cual indica que las células AF-A VU817 pueden ser tan
capaces como las células NL-49 de proseguir en el ciclo celular bajo estas
condiciones.
Con tratamiento

En la Tabla 14 se presentan los resultados de la prueba de
Mann-Whitney para diferencias entre las variables a las 24 horas de cosecha

cuando hubo exposiciéon a MMC.

Tabla 14. Prueba de Mann-Whitney para comparacion de variables independientes
entre lineas celulares a las 24 horas de cosecha posterior a exposicion a mitomicina C

Experimento NL-49 AF-A VU817 Mann-Whitney P
M 1.112 1.833 3.000 0.513
IN 1.185 1.145 0.000 0.050%*
MN 164 171 0.500 0.077
BN 35 29 1.500 0.184
PN 3 0 0.000 0.037*

En estas condiciones experimentales, se encontraron dos variables para
las que se encuentran diferencias significativas entre lineas celulares. En
primer lugar, se identificd que el IN de las células NL-49 es mayor que el de

las células AF-A VU817, esto puede observarse en la Grafica 5.
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Gréfica 5. Comparacion de las distribuciones de los indices nucleares de las lineas
celulares NL-49 y AF-A VU817 a las 24 horas con mitomicina C

Comparado con las condiciones basales, no se observa la mayor
cantidad de células AF-A VU817 que entran a mitosis. Es posible que el
efecto de la MMC sobre estas cé¢lulas sea el de evitar la division celular, ya sea
deteniendo a las células en interfase o afectando su supervivencia. El IN
mayor en ce¢lulas NL-49 también indica que estas células estan mejor

adaptadas para concluir la mitosis en condiciones adversas.
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En segundo lugar, se identific6 que el nimero de PN en la linea celular
NL-49 es mayor que el de la linea AF-A VU817, en la cual, de hecho, no se

encontraron PN.

Gréfica 6. Comparacion de las medianas del nimero de mononucleadas, binucleadas
y polinucleadas de las lineas celulares NL-49 y AF-A VU817 posterior al tratamiento
con mitomicina C a las 24 horas

Este resultado es congruente con la observacidon previa, puesto que la
ausencia de células PN en la linea celular AF-A VU817 es indicativa de que
no estdn logrando completar méas de un ciclo celular. El hecho de que no se
observe un aumento en el numero de células BN indicativo de que las células
se estan acumulando en interfase, podria sugerir que en presencia de MMC,
las células AF-A VU817 se concentran en la interfase que precede a la primera

mitosis o mueren después de esta.
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b) Cosecha a las 48 horas

Sin tratamiento

La prueba de Mann-Whitney, aplicada a las variables obtenidas a las 48
horas de cosecha cuando no hubo exposicion a MMC, arrojo los siguientes

resultados.

Tabla 15. Prueba de Mann-Whitney para comparacion de variables independientes
entre lineas celulares a las 48 horas de cosecha sin exposicion a mitomicina C

Experimento NL-49  AF-A VU817 Mann-Whitney p
IM 1.989 3.466 1.000 0.127
IN 1.365 1.200 0.000 0.050*
MN 128 160 0.000 0.050*
BN 71 40 1.000 0.127
PN 2 0 0.500 0.072

En este caso también se encontraron dos variables para las que se
comprobaron diferencias significativas. Por un lado, el IN de las células NL-

49 es mayor que el de las AF-A VU817, expuesto en la Grafica 7.
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Gréfica 7. Comparacion de las distribuciones de los indices nucleares de las lineas
celulares NL-49 y AF-A VU817 a las 48 horas sin mitomicina C

Al igual que en el caso anterior, no se observa el exceso de cé¢lulas AF-
A VU817 que entran a mitosis. A su vez, el mayor IN en células NL-49, seria
indicativo de que estas c€lulas estan mejor adaptadas para concluir la mitosis a

pesar del tiempo de cultivo mas prolongado.

La otra variable en la que se observaron diferencias significativas entre

lineas celulares fue el nimero de células MN que resultd ser mayor en la linea

AF-A VUS8I17.
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Gréfica 8. Comparacion de las medianas de MN, BN y PN de las lineas celulares NL-
49 y AF-A VU817 sin tratamiento con mitomicina C a las 48 horas

Este resultado apoya la observacion previa. Existe una mayor cantidad
de cé€lulas mononucleadas AF-A VU817 ya que no estdn logrando progresar
en el ciclo celular para ser detectadas como binucleadas. Esto apoya el
supuesto de que las diferencias se deben a que las células AF-A VU817 se
estan acumulando en interfase.

Con tratamiento

Finalmente, la comparacion de variables entre lineas celulares,

utilizando la prueba de Mann-Whitney a las 48 horas de cosecha posterior a la

exposicion a MMC, muestra los siguientes resultados.
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Tabla 16. Prueba de Mann-Whitney para comparacion
de variables independientes entre lineas celulares
a las 48 horas de cosecha sin exposicion a mitomicina C

Experimento NL-49 AF-A VU817 Mann-Whitney )
IM 1.266 1.678 2.000 0.275
IN 1.285 1.195 1.000 0.127
MN 146 161 1.000 0.127
BN 50 39 2.500 0.376
PN 3 0 0.000 0.037*

En este caso, no se observaron diferencias entre el IM e IN de las lineas

celulares.

Sin embargo, si se observaron diferencias en el nimero de PN entre
ambas lineas celulares. Se observd una mayor cantidad de células PN en la

linea normal.
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Graéfica 9. Comparacion de medianas de MN, BNy PN
de las lineas celulares NL-49 y AF-A VU817
con tratamiento con mitomicina C a las 48 horas.

Nuevamente, la deteccion de células PN en la linea celular NL-49 es
indicativa de que estas cé€lulas son capaces de proseguir en el ciclo celular

mientras que las células AF-A VU817 no lo son.

c¢) Comportamiento en el tiempo

La comparacion en el tiempo de la distribucion entre los tipos de células
es un reflejo de la cinética del ciclo de ambos tipos celulares. La Grafica 10 es

una representacion en el tiempo del comportamiento basal de las células.
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Graéfica 10. Comparacion de proporciones de MN, BNy PN
entre lineas celulares sin tratamiento a las 24 y 48 horas.

Se observa que para ambos momentos, la linea AF tiene una mayor
proporcion de células MN, lo que indica un retraso en la transicion al siguiente
ciclo celular en comparacion con la normal. Es de notarse que a las 48 horas,
la parte central de la curva que representa a la linea normal se desplaza a la
derecha. Extrapolando esta tendencia, se esperaria que a mayor tiempo este

desplazamiento diera lugar a un cambio en la concavidad de la curva respecto

de la de 24 horas.
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Cuando se hace la misma comparacion en células expuestas a MMC, se
observa que tanto la linea normal como la AF muestran retraso en
comparacion con las que no fueron sometidas a tratamiento. Este

comportamiento es congruente con los resultados previamente expuestos.

Gréfica 11. Comparacion de proporciones de MN, BN y PN
entre lineas celulares con tratamiento con MMC a las 24 y 48 horas.

Solamente algunas de las diferencias observadas en el andlisis
descriptivo resultaron ser significativas. Es posible que esto se deba a un bajo

numero de observaciones. Los valores de p para la prueba de Mann-Whitney
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de algunas variables (cantidad de MN con tratamiento a las 24 horas, cantidad
de PN sin tratamiento a las 48 horas) entre lineas celulares tienen tendencia a
la significancia. Esta observacion, aunada a que el andlisis descriptivo sugiere
que el comportamiento de las variables sigue una tendencia, permite inferir
que al aumentar el nimero de repeticiones es posible que se alcance la

significancia estadistica deseada.

A continuacién, se expone graficamente el resultado de las
comparaciones entre las variables estudiadas en ambas lineas celulares en los
dos tiempos de cosecha, resaltando aquellas comparaciones que si fueron
estadisticamente significativas. El esquema 5a contiene dicha informacién

cuando no hubo exposicion a MMC.
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Esquema 5a. Resumen de resultados de la comparacion de indice mitético,
indice nuclear, mononucleadas, binucleadas y polinucleadas
entre células NL-49 y AF-A VU817 sin exposicion a mitomicina C

También se presentan graficamente estos resultados cuando las lineas

celulares fueron expuestas a MMC.

Esquema 5b. Resumen de resultados de la comparacion de indice mitético,
indice nuclear, mononucleadas, binucleadas y polinucleadas
entre células NL-49 y AF-A VU817 posterior a la exposicion a mitomicina C
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J. DISCUSION

La anemia de Fanconi es un excelente modelo de estudio para el
funcionamiento y la regulacion del mecanismo de reparacion de ICL. Como se
expuso en este trabajo, la via AF coordina varios sistemas de reparacion y

ejerce una vigilancia estrecha sobre la progresion del ciclo celular.

En este trabajo, estudiamos las diferencias en las capacidades para
iniciar y concluir la mitosis de una linea celular AF-A y otra normal,
expuestas a MMC durante 24 horas, seguidas o no de 24 horas de
recuperacion. Se midieron el IM e IN, asi como la cantidad de MN, BN y PN
de ambos tipos celulares en las distintas condiciones experimentales, para
investigar su eficiencia en el inicio y la conclusion de la mitosis. Los
resultados obtenidos indican que, dentro de la misma linea celular, tanto para
la AF-A como la normal, ni la exposicion al tratamiento ni la oportunidad de
tiempo de recuperacion afectaron significativamente el comportamiento de las
células. También se evidencio que el IM de las células AF-A tiende siempre a
ser mayor que el de las células normales, mientras que para el IN esta relacion
se invierte. Por su parte, el andlisis de la cantidad de células MN, BN y PN
sugiere que las células AF-A completan menos ciclos celulares que las células

normales.
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I. REVISION DE LOS ANTECEDENTES DIRECTOS

Este trabajo fue motivado inicialmente por un estudio previo en el
laboratorio donde se realizo este trabajo, en el cual se observd un aumento en
el IM posterior a la exposicion a MMC en todas las lineas que se estudiaron
(Molina, et al. 2010). Atribuyeron esto a que en c€lulas AF, aunque se alcanza
el dafio necesario para activar el punto de monitoreo G2/M con una menor
exposicidon a un agente toxico que en cé€lulas normales, las células AF no se
detienen o mueren y progresan a fase M, provocando que ante el mismo
estimulo nocivo, una mayor cantidad de células AF se acumulen en mitosis
(Heinrich, et al. 1998). Otra explicacion podria ser que las células tratadas
con MMC se estacionen en el ciclo celular de manera diferente de acuerdo a
su origen AF o normal; al respecto Islaih et al. estudiaron el efecto de varios
compuestos quimicos sobre la cinética del ciclo celular y observaron que las
células de una linea linfoblastoide tratadas con MMC por 4 horas, se
encuentran arrestadas en G2/M hasta 24 horas después del tratamiento (Islaih,
et al. 2005). En el presente trabajo, ademas de tratar de corroborar la
observacion de Molina et al., se explor6 si las células que inician la division

celular son capaces de concluirla.

En la serie de experimentos reportados en este trabajo, el incremento del

IM en respuesta a la MMC, no se comprobo para ninguna de las condiciones
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experimentales. Los IM obtenidos distan de los reportados por Molina et al.

como consta en la siguiente tabla.

Tabla 17. Comparacion de los resultados de Indices Mitdticos*

en Molina et al. y el presente trabajo

Mediciones de | Mediciones de
Molina et al. este trabajo

Sin tratamiento

Linea celular normal 2.4+0.2 1.2 £0.2

Linea celular AF 3.4+0.9 3.3+0.7
Con tratamiento

Linea celular normal 2.940.5 1.240.3

Linea celular AF 3.8+£1.0 1.5 +0.8
Lineas celulares

Normal NL-6846 NL-49

AF AF-A HSC-72 AF-A VU817

* A las 24 horas de cultivo

Cuando se compara el IM de las células normales entre los dos
experimentos tanto con exposicion a MMC como en ausencia de ésta, las
diferencias son evidentes: los IM reportados por Molina et al. son hasta de
mas del doble de los encontrados en este trabajo. Asimismo, en comparacion
con los resultados que aqui se presentan, el IM de las células AF-A que no se
expusieron a MMC es practicamente el mismo, mientras que el IM de las

c¢lulas que si se expusieron es menor a la mitad.

En este trabajo, la relacion de los IM de células AF-A con o sin
exposicion al tratamiento difiere de lo esperado; se esperaria una relacion

inversa que reflejara el retardo en el ciclo celular condicionado por la MMC.
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El aumento del IM posterior a la exposicion a MMC en lineas celulares AF-A

VU817 y NL-49 no se comprobo.

Una posible explicacion es que se utilizaron lineas celulares distintas.
Molina et al. utilizaron las lineas celulares NL-6846 y AF-A HSC-72 mientras
que en este trabajo se utilizaron las lineas NL-49 y AF-A VUS817. El cambio
en las lineas celulares utilizadas se debid a que, por una parte la linea NL-6846
se hizo sensible a MMC y dejo de ser un buen punto de comparacion y por
otra las reservas disponibles en el laboratorio de la linea AF-A HSC-72 se

agotaron.

Il. COMPARACIONES DENTRO DE LA MISMA LINEA CELULAR

El siguiente punto a discutir es la ausencia de diferencias en el IM, IN y
la cantidad de MN, BN y PN dentro de cada una de las lineas celulares
estudiadas en las distintas condiciones experimentales planteadas. Por los
resultados obtenidos, se puede decir que ni la exposicion al tratamiento ni el
momento de la cosecha generan diferencias en el comportamiento de las

células estudiadas.

La constatacidon previa es de extrema importancia para el analisis que se
realizard a continuacion. La demostracion de que las condiciones

experimentales no influyen en el comportamiento de las c€lulas pertenecientes
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a la misma linea, permite afirmar que las diferencias que se encontraron al
comparar las dos lineas celulares reflejan las caracteristicas que separan a

estos dos tipos celulares y no las de las condiciones experimentales.

III. COMPARACIONES ENTRE LINEAS CELULARES

1) Experimentos sin tratamiento

En condiciones basales, se observd que hay una mayor cantidad de
células AF-A VU817 que inician la mitosis en comparacion con las NL-49. Es
bien sabido que las c€lulas AF presentan un ciclo celular més lento a expensas
de una fase G2/M mads prolongada en respuesta a una falla en el punto de
monitoreo de S, que permite la progresion del ciclo celular a pesar de la
presencia de horquillas de replicacidon colapsadas (Heinrich, et al. 1998) (Sala-
Trepat, et al. 2000). Este mayor numero de células AF al inicio de la mitosis
podria ser reflejo de esto, o bien puede deberse a que se estan retrasando en el
compartimiento de la fase M. Puesto que la metodologia utilizada es estatica
y no permite ver la progresion de las células en el tiempo, el IM observado
unicamente refleja el estado de las células 24 horas después del inicio del

cultivo, momento en el que se observa la acumulacion de células AF en G2/M.

Cuando los cultivos se dejaron durante 48 horas sin exposicion a MMC,

se observo que las células AF tienen un IN menor que las normales y fue
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evidente que las células AF presentaron una mayor cantidad de células MN

que las normales.

Las células MN son aquellas que no han completado mitosis alguna
durante el tratamiento con citocalasina. El detectar una mayor cantidad de
células MN en la linea celular AF, también es una manifestacion del retraso en
G2/M que caracteriza a estas c€lulas. Por su parte, el mayor IN de las células
normales refleja que hay una mayor cantidad de linfocitos que estan

transitando por los ciclos celulares, lo que se correlaciona con lo anterior.

Dutrillaux et al. estudiaron el ciclo celular de linfocitos AF, por medio
de experimentos de incorporacion de Brd-U y observaron que en linfocitos AF
en cultivo por 72 horas habia un mayor nimero de mitosis de primer ciclo y
una ausencia de mitosis de tercer ciclo, comparados con células normales

(Dutrillaux, et al. 1982).

La metodologia utilizada en el presente trabajo, no permite ver
directamente en las mitosis a qué nimero de ciclo celular corresponde. Sin
embargo, el andlisis de la cantidad de MN, BN y PN permite ubicar la
distribucion de las células en los ciclos celulares consecutivos. Asi, la cantidad
de células MN representa la proporcion de linfocitos que aun no han iniciado

division celular alguna y seria una poblacidon no estudiada en el trabajo de
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Dutrillaux. Mientras que la cantidad de células BN representa la proporcion de
linfocitos que han completado una mitosis y es la poblacion que Dutrillaux
identifica como aquellos que se encuentran en la primera mitosis. Finalmente
la cantidad de células PN representa la proporcion de linfocitos que han
completado al menos dos mitosis y abarca las poblaciones que Dutrillaux

clasifica como segunda y tercera mitosis.

En la Grafical2 se comparan los resultados obtenidos en ambos

trabajos.

Gréfica 12. Comparacion de proporciones de células en ciclos celulares consecutivos
entre Dutrillaux et al. y el presente trabajo
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Este trabajo explora la cinética del ciclo celular a las 24 y 48 horas
mientras que Dutrillaux lo hizo a las 72 horas. A pesar de las diferencias
temporales y metodologicas, los resultados parecen congruentes. Como se
sugirio en la seccion de Resultados, al permitir un mayor tiempo de cultivo, la
parte central de la curva tiende a desplazarse a la derecha, invirtiendo su
concavidad inicial. Esto se observa claramente para la linea celular normal. La
comparacion grafica de los resultados de ambos estudios muestra que la curva
de las células AF a las 72 horas en el de Dutrillaux tiene una forma similar a la
de las células normales a las 48 horas del presente estudio. Esto muestra, una
vez mas, que la cinética del ciclo de las células AF estd retrasada en

comparacion con la de las normales.

Cuando se analizan en conjunto los resultados de ambos estudios,
considerando los diferentes tiempos utilizados, se observa que en linfocitos
AF no expuestos a MMC, hay una mayor proporcién de células que solo
pudieron completar una mitosis, respecto a las que completaron dos o mas en
comparacion con las células normales; esto es indicativo de una mayor

cantidad de células AF retrasadas, en espera de ingresar a mitosis.

En el estudio de Dutrillaux et al. también se observo que las mitosis de

segunda division se convierten en la poblacion predominante hasta después de

93



88 horas de cultivo (Dutrillaux, et al. 1982). En el presente trabajo, todos los
experimentos se llevaron a cabo con un tiempo de cultivo menor que esto, por

lo que no se puede observar este fenomeno.

La enorme proporcion de células MN que se observan en este estudio
representan células que aun no han iniciado alguna division celular. La mayor
proporcion de células MN en AF en comparacion con las células normales,
refleja un arresto o retraso en G2/M. Al observar los resultados en los dos
tiempos de estudio, 24 y 48 horas de cultivo, se ve que a mayor tiempo hay
una mayor proporcion de células en el segundo ciclo celular. Esto es mas
evidente en las células normales, que ademas mostraron un ligero incremento
en la proporcion de células que terminan una segunda division celular,

mientras que las AF en ninglin momento alcanzan la segunda division.

Lo anterior coincide con lo reportado por Dutrillaux et al. respecto al
arresto de los linfocitos AF en G2/M. Aunque por los tiempos de cultivo
utilizados no se pudo observar la transicion de la poblacidon celular hacia un
segundo ciclo celular completo, los datos en el tiempo sugieren que dicho

fendmeno podria observarse en caso de permitir cultivos mas prolongados.
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2) Experimentos con tratamiento con Mitomicina C

La exposicion de los cultivos celulares a 24 horas de tratamiento con
MMC, provocan que el IN de las células AF-A sea menor que el de las células
NL y se observa que tanto a las 24 como a las 48 horas después del
tratamiento con MMC, hay una mayor cantidad de PN en la linea NL, lo cual
es indicativo que las células AF no se estdn moviendo a través del ciclo celular

como las normales.

La MMC incrementd de manera significativa la acumulacion de células
AF en la fase G2/M del ciclo celular, como ha sido reportado previamente por
otros autores (Seyschab, et al. 1994) (Islaih, et al. 2005), de manera que es
muy probable que no llegaran a fase M, ya sea por el prolongado arresto o
porque en lugar de entrar a mitosis tomaran el camino de la apoptosis. Asi, no

se observo un IM mayor en células AF.

La posibilidad de que las células AF sufran apoptosis esta sustentada por
Islaih et al., quienes estudiaron el efecto de varios farmacos genotoxicos sobre
el ciclo celular de una linea linfoblastoide. Estos autores encontraron que el
tratamiento con MMC condicion6 un aumento en los niveles de expresion de
genes regulados por p53 relacionados con regulacién del ciclo celular,

reparacion del ADN y apoptosis (Islaih, et al. 2005). Por su parte, Martinez et
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al. reportaron que en células AF-A tratadas con MMC hubo un aumento en la
transcripcion de varios genes regulados por p53, entre los que se encuentra el
gen TNRSF108 relacionado con apoptosis (Martinez, et al. 2008). En una
revision de los posibles mecanismos de muerte celular en células AF,
Rodriguez-Gomez sugiere que ante el reconocimiento de dafo irreparable
durante las fases S y G2, la activacion de la via de p53 puede llevar al bloqueo
de la progresion del ciclo celular para permitir la reparacion del ADN o bien

conducir a la célula a apoptosis (Rodriguez-Gomez 2009).

En conjunto, los resultados de estos experimentos sugieren lo siguiente:

La mayor cantidad de células MN, asi como el mayor IM en la linea AF
en todas las condiciones experimentales en comparaciéon con las células
normales indica que tienen un ciclo celular retrasado. Estd bien descrito que
este retraso ocurre a expensas de una mayor duracion de la fase G2 (Seyschab,
et al. 1994) (Islaih, et al. 2005), en estos experimentos el elevado porcentaje
de MN refleja claramente esto. Sin embargo, ya que el IM identifica
directamente a las células que se encuentran en metafase (una de las subfases
de la mitosis) podemos decir que las células AF no sélo estan detenidas en G2
sino también en fase M. Si se toma en cuenta que ademas el IN de las células

AF es consistentemente mas bajo que el de las células normales, podemos
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sugerir que no solo se trata de un retraso en el ciclo sino que podria estar

arrestado e impedir el paso de las células hacia la siguiente interfase.

El siguiente punto que vale la pena comentar con respecto a la
distribucion de las células entre MN, BN y PN es que en todos los
experimentos, la linea AF demostro la presencia de células BN lo que indica
que al menos una parte de estas células, previamente retrasadas o arrestadas en
mitosis son capaces de concluirla y proseguir al siguiente ciclo celular. La
ausencia de células PN de anemia de Fanconi indica que su habilidad para
transitar por ciclos celulares subsecuentes esta restringida y que posiblemente
estén muriendo en la interfase siguiente de la mitosis que recién concluyeron.
Es posible que las células AF que logran completar la mitosis se encuentren

condicionadas a morir.

La catastrofe mitotica, es un tipo de muerte celular que ocurre como
resultado de dafio gendmico y la alteracion de diversos puntos de monitoreo
del ciclo celular. Esto permite la entrada a mitosis de células que deberian ser

arrestadas durante la interfase para permitir la reparacion del dafio (Castedo, et

al. 2004).

La revision analitica de Blagosklonny, explica la serie de eventos que

lleva a este tipo de muerte celular. Ante dafio al ADN durante la interfase, las
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células propensas a apoptosis sufrirdan una muerte inmediata por este
mecanismo antes de entrar a mitosis. En caso de que no mueran, los
mecanismos de vigilancia de la integridad del genoma, deberian arrestar las
células en G1 o G2 permitiendo la reparacion de su genoma. Cuando los
puntos de monitoreo del ciclo celular no funcionan correctamente, las células

dafiadas entran a mitosis y se arrestan en esta fase.

Durante la mitosis, para permitir la correcta segregacion de los
cromosomas, las células pierden su membrana nuclear. Esta estructura
confiere una separacion fisica entre los procesos de transcripcion y traduccion
que permite su correcta regulacion. Cuando esta barrera se pierde, para
mantener la disociacion de estos procesos, la transcripcion se inhibe. El
silenciamiento de la transcripcidon es la pieza clave que define el destino
celular. Su ausencia, evita la sintesis de transcritos de proteinas
antiapoptoticas, cuyos niveles decaen durante el arresto mitotico. Si las células
arrestadas son propensas a apoptosis, esta deplecion de factores
antiapoptoéticos sera suficiente para promover la apoptosis I, un evento rapido
independiente de p53. Sin embargo, si las células son resistentes a apoptosis,
entonces el decaimiento de los niveles de ciclina B (principal regulador de la

mitosis), provocara la salida de fase M de una célula con dafio gendmico. En
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la siguiente interfase, esta célula estd condicionada a morir ya sea por
apoptosis tipo II, dependiente de p53 o por muerte no apoptdtica lenta

(Blagosklonny 2007). El Esquema 6, representa esto.

Esquema 6. Muerte celular a consecuencia de Catastrofe Mitotica

Tomado de (Blagosklonny 2007)
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K. CONCLUSIONES

De la comparacion entre las cinéticas de los ciclos celulares de las dos
lineas estudiadas, podemos decir que aunque ambas lineas fueron capaces
tanto de iniciar como de terminar la mitosis, existen diferencias en la

eficiencia con la que lo hicieron.

Las células AF fueron capaces de iniciar y terminar la primera mitosis
aunque mas lentamente que las células normales. El tratamiento con MMC,
agudizo el retraso al fomentar un mayor arresto en G2/M y la posible muerte
de células con dafo extremo. Sin embargo, tanto con MMC como sin
exposicion al tratamiento, las células AF fueron incapaces de llevar a cabo una

segunda division celular.

El aumento del IM en respuesta a la exposicion a MMC en linfocitos AF
observado previamente en este laboratorio, sugeria que las células con dafio
genomico eran capaces de iniciar la mitosis y llegar a metafase para ser
observadas. Se supuso que el extenso dafio al ADN que presentaban tendria
que haber sido una sefial suficiente para evitar su transito por el resto de la
mitosis, por lo que se hubiera esperado que estas células murieran en subfases
posteriores como la anafase. Sin embargo, aunque los resultados del estudio

previo en relacion con el aumento del IM ante la exposicion a MMC no
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pudieron ser replicados, los resultados de este trabajo muestran que las células
AF, expuestas o no a tratamiento, son capaces tanto de iniciar la mitosis como
de terminarla y que una vez concluida la divisidon celular, mueren utilizando
alguno de los mecanismos de muerte celular. En este momento se desconoce
cual es el mecanismo que utilizan y la definicion de esto deberd ser

investigado experimentalmente en un futuro.
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L. ANEXO DE RESULTADOS

La informacion contenida en la siguiente tabla se utilizo para construir
los IM reportados en la seccion de resultados. Estos se calcularon utilizando

la formula:

_ nimero de metafases
B 2000

100

NuUmero de metafases detectadas de un total de 2,000 células consecutivas observadas
en cada condicion experimental en las 3 repeticiones efectuadas.

Experimento R1 R2 R3
NLCTRL24 22 29 21
NLMMC24 30 22 19
NLCTRLA48 39 51 31
NLMMC48 15 45 25
Experimento R1 R2 R3
AFCTRL24 52 78 60
AFMMC24 12 36 40
AFCTRLA48 43 89 67
AFMMC48 29 33 63
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La informacion contenida en la siguiente tabla se utilizo para construir
los IN reportados en la seccidon de resultados. Estos se calcularon utilizando la
formula:

B (nimero de MN) + 2 X (nimero de BN) + 3 X (nimero de PN)
B 200

IN

Numero de células MN, BN y PN detectadas de un total de 200 células consecutivas
observadas en cada condicion experimental en las 3 repeticiones efectuadas

Experimento R1 R2 R3
MNCTRL24 164 176 179
BNCTRL24 36 24 21
PNCTRL24 0 0 0
MNMMC24 168 174 171
BNMMC24 32 26 29
PNMMC24 0 0 0
Experimento R1 R2 R3
MNCTRLA48 151 166 160
BNCTRLA48 48 34 40
PNCTRLA48 1 0 0
MNMMC48 180 161 149
BNMMC48 20 39 51
PNMMC48 0 0 0
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