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LRESUMEN

La Anemia de Fanconi {AF) y Ataxia-Telangiectasia (AT) son enfermedades
autosdmicas recesivas que pertenecen al grupo de los Sindromes de Inestabilidad
Cromosdmica; se caracterizan porque a nivel celular presentan una elevada frecuencia de
aberraciones cromosdmicas espontdneas e inducidas por agentes mutagénicos especificos
para cada una de ellas, ademds de una predisposicion al desarrollo de cancer.

El diagndstico de estos sindromes se realiza por medio del analisis de aberraciones
espontaneas ¢ inducidas con el agente especifico en cultivos de linfocitos. Dado que este
analisis es muy laborioso y requiere un mimero considerable de células, en este trabajo se
investigé si la Electroforesis Unicelular Alcalina (EUA) podria ser utilizada para medir el
dafio espontaneo e inducido al ADN en linfoblastos de AF y AT.

Para conocer el dafio espontdneo e inducido se sembraron cultivos de las lineas
linfoblastoides de AF(A, B, Cy D), de AT(A, C, D, E. V1 y V2) y una normal. Las células
de AF, se trataron con 40ng de Mitomicina-C/ml durante 24h y las de AT con 1Gy de rayos
gamma. De todas las lineas con ¥ sin tratamiento se hicieron minigeles y se procesaron
para EUA. Por cada gel, se analizaron 50 ¢élulas al microscopic de fluorescencia equipado
con un filtro de excitacion de 515-560nm y se midid la migracién del ADN.

Los resultados obtenidos indicaron que la EUA es una metodologia ttil para detectar
el dafio espontdneo e inducide en los linfoblastos de AF v AT, asi como para demostrar el
efecto corrector del plasma normal en céluias de AF tratadas con MMC; sin embargo, no se
observaron diferencias significativas entre los grupos de complementacién, de los dos
sindromes de inestabilidad cromosdmica, ni con respecto al normal.



ILINTRODUCCION

La Anemia de Fanconi (AF) vy Ataxia-Telangiectasia (AT), son enfermedades
heredables que pertenecen al grupo de Sindromes de Inestabilidad Cromosémica; este
grupo también in¢cluye ab Xeroderma Pigmentoso (XP) y Sindrome de Bloom (SB) (1).

Los Sindromes de Inestabilidad Cromosémica comparten las siguientes

caracteristicas:

a) Se heredan de manera autosémica recesiva.
b) Presentan una elevada frecuencia de aberraciones cromosdmicas espontaneas y/o
inducidas por agentes mutagénicos especificos para cada uno de ellos.

¢) Presentan predisposicion al desarrollo de cancer (1).

1. ANEMIA DE FANCONI
A) Caracteristicas Clinicas:

La Anemia de Fanconi (AF), fue descrita en 1927 por el Dr. Guido Fanconi, al
repottar e] case clinico de 3 hermanos que desarrollaron anemia aplastica (2). En general,
se caracteriza por presentar pancitopenia, hiperpigmentacién de la piel, retraso en el
crecimiento, malformaciones esqueléticas de radio y pulgares, anormalidades renales,

genitales y oculares, asi como diversos grados de retraso mental (1,2).

Se estima que I de cada 360,000 individuos norteamericanos, sufren este sindrome
(1).
Las caracteristicas clinicas descritas para los pacientes con AF son muy variables en

presencia y severidad (1,2), entre las cuales se mencionan Jas siguientes:



a) Pancitopenia: la mayoria de los pacientes con este sindrome desarrollan
pancitopenia entre los 5 y 10 afios de edad; se caracteriza por una hipocelularidad o
disminucién progresiva de las células de la médula 6sea, la cual puede manifestarse como

una anemia apldstica, una leucopenia con granulocitopenia o una trombocitopenia (2,3).

b) Bajo peso al nacer: del 55 al 60% de los pacientes con AF presentan peso bajo

al nacimiento y retardo en el crecimiento (2).

c) Alteraciones esqueléticas: aproximadamente el 60% de los casos presenta
anormalidades esqueléticas, tales como hipoplasia o ausencia de pulgar, ausencia de radio,
microcefalia y microftalmia. También pueden encontrarse cambios radicldgicos en los

centros de osificacion o adelgazamiento de las falanges (2).

d) Pigmentacion de piel anormal: el 75% de los pacientes presentan una
hiperpigmentacion caracterizada por manchas color café, de forma y tamario irregular con
un didmetro méximo de 4cm y como una despigmentacién en 4dreas muy pequefias con un
didgmetro de 0.5¢cm (2).

e) Alteraciones anatémicas: se reporta que en un 30% de los casos se observan
alteraciones renales como rifién en herradura o pélvico. Asimismo, el 20% de los pacientes
del sexo masculino muestran anormalidades de genitales como hipoplasiz v criptorquidia
(1,2). También se ha reportado el hipogonadismo en el sexo femenino, pero en un
porcentaje muy bajo (3%) (4).

f) Alteraciones del sistema nervioso central: se presentan estrabismo y retardo

mental en el 25% y 20% respectivamente (2).

g) Predisposicién al cdncer: los pacientes con AF muestran un alto riesgo para

desarrollar cancer, principalmente algin tipo de leucemia como la no linfobldstica aguda
(L2).
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La mayoria de los pacientes muere en la edad infantil por pancitopenia severa,

hemorragia, infecciones, por combinacién de estas o por leucemia (35,6).

El tratamiento que se administra a los pacientes que presentan pancitopenia
progresiva consiste de una terapia de sostén a base de transfusiones de células rojas,
plaquetas ¢ células blancas. También se emplean androgenos, corticoesteroides y

transplante de médula 6sea (5,7).

B) Caracteristicas Citogenéticas y Moleculares:

A nivel celular, la AF cursa con una elevada frecuencia de aberraciones
cromosomicas espontaneas en comparacidn con las células normales, tales como rupturas

cromatidicas, brechas, figuras radiales, translocaciones y endorreduplicaciones (5).

Ademds, se reporta que las células de estos pacientes, son sensibles a algunos
agentes clastogénicos como Mitomicina-C  (MMC), Diepoxibutano (DEB), Mostaza
nitrogenada, 8-Metoxipsoralen + luz UV, Ciclofosfamida y Cis-diaminodicleroplatine, ya
que al ser expuestas a estos agentes alquilantes presentan un incremento significativo de
aberraciones cromosdmicas, en comparacion con las células de individuos sanos (8). Esta

respuesta celular ha sido de gran utilidad para el diagnéstico de la enfermedad (9).

El defecto basico en las células de AF, se desconoce, sin embargo, algunos

investigadores sugieren qgue puede deberse a:

1). Un defecto en la reparacién del ADN (10,11).

2). Deficiencia de enzimas de proteccién contra radicales libres generados por el
metabolismo del oxigeno (12).

3). Alteraciones en el transporte a través de la envoltura nuclear de la

topoisomerasa-1 (13,14).



Por otra parte, los experimentos sobre hibridacion celular, transfeccién celular v
sensibilidad a agentes alquilantes, llevaron a Ja determinacién de 5 grupos de

complementacion designados como AF(A), AF(B), AF(C), AF(D) v AF(E) (15,16,17).
Estos grupos de complementacion han sido caracterizados de la siguiente forma:

AF(A): los pacientes incluidos en este grupo, no presentan deformidades
esqueléticas; la enfermedad se manifiesta tempranamente; muestra alta sensibilidad a la

MMC; es deficiente en la reparacidn de rupturas de doble hebra y enlaces cruzados (17).

AF(B): pacientes con deformidades esqueléticas severas; la enfermedad se presenta
tempranamente; muestra baja sensibilidad a la MMC; es deficiente en la reparacidn de

rupturas de doble hebra (17).

AF(C): pacientes sin deformidades esqueléticas; la enfermedad se presenta
tardiamente; muestra baja sensibilidad a la MMC; presenta reparacién normal de rupturas
de doble hebra (17).

AF(D): pacientes con algunas deformidades esqueléticas; la enfermedad se

manifiesta tardiamente; muestra alta sensibilidad a la MMC (17).

AF(E): se ha descrito sélo en un paciente, por presentar bajo peso al nacimiento,
microcefatia, hipoplasia del pulgar derecho vy desarrollo de pancitopenia a los 3.5 afios de

edad. Las células de este paciente, mostraron hipersensibilidad a la MMC (16).

Strathdee y colaboradores en 1992, reportaron que el gene defectuoso en el grupo de
complementacidon AF(C) designado como FACC, ha sido clonado y localizado en el

cromosoma 9q22.3, este gene codifica para una proteina citosolica de 63kD (18,19,20).



Lo Ten Foe y colaboradores en 1996, mapearon los genes para los grupos AF A}y
AF(D), estos se localizaron en los cromosomas 16q24.3 y 3p22-26, respectivamente. El

gene FAA codifica para una proteina de 163kD con localizacion nuclear (19,20).

Atin cuando se conoce €l producte génico y la localizacién celular de los genes
FACC y FAA, no se ha determinado su funcién porque no tienen homologia con las

proteinas conocidas (19,20),

Antes de la realizacion de los estudios sobre la clonacién y el mapeo de los genes de
los diferentes grupos de complementacion, varios investigadores demostraron por distintas
metodologias que el fenotipo celular podia corregirse parcialmente a través de estrategias
como la cocultivacién de células normales, la adicién de plasma humano normal y de
interleucinas. Asi, Zakrzewsky y Sperling (1980) demostraron que cuando las células de
pacientes AF se trataron con MMC v se cocultivaron con células normales, se observé una

disminucién en la frecuencia de aberraciones cromosémicas (21).

Mas tarde, Camevale y Frias (1985) encontraron que no sélo la cocultivacion
disminuyé ia frecuencia de aberraciones, sino que la sola adicién de plasma humano
normal, produjo los mismos resultados. Esto hizo suponmer la existencia de un factor
difusible capaz de producir complementacién (22). Rosselli y colaboradores (1992),
Ieportaron que no es necesario el contacto celular entre las células AF y células normales
para que se de la complementacién, ya que las células AF al cultivarlas en medio

condicionado por células normales, corrigen en parte la hipersensibilidad cromosdmica
(23).

Bajo la idea de que el factor de correccion pudiera involucrar a una proteina no
especifica relacionada con crecimiento celular y diferenciacién, Rosselli y colaboradores
(1992) probaron el efecto de diferentes citocinas. Encontraron que la adicién de
Interleucina-6 (IL-6) al medio de cultivo, aumenté la resistencia de las céiulas AF a la

toxicidad de la MMC y que las células AF mostraron una produccién deficiente de IL-6, lo



cual les hizo suponer que puede estar relacionado con una de las caracteristicas principales

del sindrome que es la pancitopenia (23).

2. ATAXTA-TELANGIECTASIA
A) Caracteristicas Clinicas:

La Ataxia-Telangiectasia (AT), fue descrita por Syllaba-Henner en 1926, Louis Bar
en 1941, Boder y Sedwick en 1957, al reportar las caracteristicas clinicas de 8 casos e
incluir los resultados de la primera auviopsia. En general, se caracteriza por anormalidades
dermatoldgicas, inmunologicas y genitales; ademas de un alto riesgo para el desarrolio de

neoplasias (24).
Se estima que este sindrome lo padece 1 de cada 40,000 individuos (25).

Existe gran heterogeneidad en cuanto a las caracteristicas clinicas observadas en los

pacientes con AT, de las cuales las descritas con mayor frecuencia son las siguientes:

a) Anormalidades dermatolégicas: se presentan entre los 4 y 6 afios de edad como
una telangiectasia en la regidn malar v esclerdtica v en dreas expuestas al sol como cuello y

dorso de pies y manos.

También se ha observado un cambio en la pigmentacién (hipo ¢ hiperpigmentacién),

que se manifiesta como manchas o lunares de color café con leche.

Ademds presentan otros cambios en la piel como pérdida de grasa subcuténea,

disminucion de elasticidad, atrofia y pelo grisaseo o canoso (25).



b) Alteraciones inmunolégicas: se han descrito numerosos tipos de
inmunodeficiencias en pacientes con AT como Ja disminucién de los niveles de IgA, IgG o
IgE. También se ha reportado disminucion en el nimero de células B y T, ademés de una

ausencia o disminucion en la respuesta a antigenos tales como tétanos y mitégenos (25).

¢) Alteraciones neurolégicas: en la mayoria de los casos se observa ataxia
cerebelar progresiva v es evidente cuando los nifios empiezan a caminar, Todos los
pacientes sufren de disartria y la mayoria entra a una coreatosis manifiesta, hipotonia con
pobres o ausentes reflejos del tendén profundo, apraxia de movimiento de ojos, nistagmus y

rasgos caracteristicos y una actitud posturai.

El retardo mental se reporta en una tercera parte de los casos, pero es dificil de

evaluar por la disartria (25).

d) Predisposicién al cincer: se estima que el 38% de los pacientes tienen el riesgo
de desarrollar cancer. La neoplasia que desarrollan es variable y la mayvoria de los canceres
en pacientes con AT son linfoproliferativos: leucemia linfoide y linfomas tipo no-Hodgkin.

Otros tumores incluyen carcinomas de tipo gastrico, células basales, hepatocelular y

disgerminoma ovérico.

Los linfomas y leucemias generalmente aparecen antes de los 16 afios, mientras que

el carcinoma epitelial ocurre en pacientes que sobreviven a esta edad (25).

¢) Otras caracteristicas: la concentracidn de alfafetoproteina en el suero de estos
pacientes se observa elevada. El hipogonadismo es tarbién frecuente, especialmente la

disgenesia ovdrica en mujeres afectadas. El retardo en el crecimiento también es comun
(25).

El prondstico de los pacientes con AT es malo, mueren prematuramente por

neoplasia o enfermedad supurativa del pulmén, En un estudio realizado en Ankara,

” 8



Turquia, de 160 pacientes, 50 murieron durante el estudio a la edad promedio de 15 afios
(26).

B) Caracteristicas Citogenéticas y Molecnlares:

A nivel celular, los pacientes que padecen AT, presentan una alta frecuencia de
rupturas cromatidicas e isocromatidicas, rearreglos estructurales (particularmente
translocaciones y figuras multiradiales) e intercambio de crométidas hermanas (ICH), en

comparacion con las células normales (25).

Los cromosomas involucrados con mayor frecuencia en rearreglos cromosémicos en
los linfocitos de estos pacientes son: 2, 6, 7, 8, 14,22 v X. Entre estos, se ha observado un

marcador especifico que involucra a los cromosomas 7 y 14 por translocacién (25).

Las células de pacientes AT presentan una gran sensibilidad a la exposicién de
algunos agentes clastogénicos tanto fisicos como quimicos lo que se manifiesta por un
incremento en la frecuencia de aberraciones cromosémicas y muerte celular, tales como:
Radiaciones ionizantes, Bleomicina (BLM), Diepoxibutano (DEB), 8-methoxypsoralen
activado con luz UV y 5-methoxypsoralen (25).

El incremento en la radiosensibilidad mostrada por las células AT, ha side una

importante ayuda para el diagnéstico de esta enfermedad (27).

La naturaleza del defecto en las células AT ha sido de gran interés para muchos
investigadores, asi se ha sugerido que puede deberse a un defecto en la reparacién del ADN,

en la estructura de la cromatina o en la recombinacién (27).

Por otra parte, en las células de los pacientes con AT se han distinguido 4 grupos de
complementacién designados como AT-A, AT-C, AT-D, AT-E v 2 variantes AT-V1 y

AT-V2, basados en su radiosensibilidad y su capacidad de reparacion.

9



Los grupos A, C, D y E son clinicamente idénticos vy no se pueden distinguir uno

del otro, excepto por medio de pruebas de complementacion (24,27,28).

Los grupos V1 y V2, incluyen a pacientes con el Sindrome de Niimegen (NBS)
que es un sindrome de inmunodeficiencia, predisposicién al cancer, microcefalia v retardo
mental; asociado a aberraciones cromosomicas que son caracteristicas de AT, las
translocaciones involucran a los cromosomas 2, 7, 14 y 22. Los pacientes con este sindrome
no manifiestan ataxia o telangiectasia pero son incluidos como parte del especiro de AT

porque son similarmente radiosensibles (29).

El grupo V1, también incluye al denominado ATFresno, €l cual comparte las mismas

caraceristicas con NBS pero ademads presenta ataxia y telangiectasia (29).

Bajo la idea de que los grupos de complementacion de AT (A, C, D, E) representan
al menos 4 genes diferentes de AT, los cuales pudieran encontrarse en unm mismo
cromosoma o distribuidos en el genoma y con el objeto de identificar el defecto genético y
la deteccién de portadores, Gatti y colaboradores en 1988, mediante técnicas de mapeo
localizaron el gene de AT para el grupo AT-A en la parte distal del cromosoma 11, en la
region q22-23. Posteriormente, Ziv y colaboradores en 1991 encontraron que el grupo

AT-C, también se encuentra en la misma regién (11922-23) (30,31).

Por otra parte, Savitsky y colaboradores en 1995, reportaron que el gene ATM que
tiene un franscrito de 12kb se encuentra mutado en los pacientes con AT de todos los
grupos de complementacion, lo que les hizé suponer que se trataba de un sblo gene que es
responsable de este desorden (32). Sin embargo, Saar y colaboradores (1997) reportaron
que este gene (ATM) excluye a los variantes AT-V1 y AT-V2, ya que sus experimentos
demostraron que el gene para el Sindrome de Nijmegen o Variante de AT mapea en el

cromosoma 8q21-22, el cual incluye a ambas variantes de AT(V1 y V2) (33).



3. MITOMICINA-C

La Mitomicina-C (MMC), es un agente clastogénico con propiedades

antibacterianas y antitumorales, de gran interés en la investigacién por su efecto citotéxico
(34).

La MMC fue aislada de Streptomyces caespitosis, en forma de cristales azul violeta,
tiene un peso molecular de 334g, es soluble en agua y en solventes organicos como el

metanol, acetona, etc.(34).

Se sabe que la MMC es um agente alquilante bifuncional, con wna estructura
policiclica, la cual presenta 3 grupos potencialmente activos: una quinona, un carbamato y

un attillo de aziridina (34-36).

0O 0O
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Fig. 1 Estructura policiclica de 1a MMC (35).



Algunos investigadores reportan que la accion antibiética v antitumoral de la MMC
se debe a que reacciona con ¢l ADN y los mecanismos moleculares sugeridos para tal

efecto, se basan en los siguientes procesos (37).

a) Activacion de la MMC: la MMC en la naturaleza se encuentra en forma

oxidada y para que actie como un agente alquilante bifuncional necesita estar en forma
reducida (38).

La reduccién de la molécula se lleva a cabo mediante una enzima dependiente del
NADPH, dando lugar a un compuesto denominado Aziridinomitoseno, el cual puede unirse

ala molécula de ADN por cualquiera de sus 3 sitios activos (37).

b) Alquilacién y formacién de enlaces cruzados ADN-MMC: la alquilacién del
ADN por MMC se relaciona con la habilidad que tiene este agente para limitar el
crecimiento de las células tumorales y esto se debe a que se une covalentemente de manera
monofuncional o bifuncional al ADN para formar enlaces cruzados intra o interhebra, lo

que impide que se lleve a cabo la replicacion (37).

También se reporta que se forma un mayor niimero de enlaces cruzados cuando la
molécula de ADN es rica en contenido de G + C (Guanina + Citosina), lo cual sugiere que

hay una reaccion preferencial del Aziridinomitoseno con el grupo Guanosina (39).

Debido al mecanismo que se ileva a cabo para la reduccion de la MMC con la
intervencién de la enzima dependiente del NADPH, se desencadena una serie de reacciones

en las que hay liberacién de radicales hidréxilo (OH), los cuales rompen la molécula del
ADN (37).



4. RADIACION IONIZANTE

La radiacion ionizante es ¢l acarreo de energia sin que sea necesaria la intervencién
de un medio de transporte. Esta puede ser mediante ondas electromagnéticas o por

particulas como electrones, neutrones o iones (40).

La energia que es transferida por ondas electromagnéticas también puede ser

descrita como paquetes discretos de energfa llamados fotones o “quanta” (40).

Los rayos X y gamma, se encuentran incluidos entre las radiaciones jonizantes,
ambos son transferidos por ondas electromagnéticas. Los rayos X son generados cuando los
electrones acelerados interactitan con la materia, como efecto secundario de excitacién o
aceleracién y desaceleracién de los electrones. Los rayos gamma se generan por la

desintegracién nuclear de algiin elemento radiactivo (40).

Aun cuando los rayos X y gamma son de la misma naturaleza, difieren en su poder
de penetracién, longitud de onda y frecuencia. Se reporta que los rayos gamma son mds
penetrantes ya que pueden atravesar una ldmina de hierro o plomo de varios centimetros de
espesor (10cm) (41).

Para medir la radiacion jonizante se emplea el Gray (Gy), equivale a 1J/kg, el cual
ha sido definido como Ja unidad de la dosis absorbida por el Sistema Internacional de
Unidades (40).

Los rayos X y gamma son de gran importancia para el hombre por su aplicacién
médica (40).

Los efectos bioldgicos producidos por la radiacion ionizante, dependen de factores

fisicos, quimicos y biolégicos, tales como: el tipo de radiacion; la dosis absorbida y el



tiempo de exposicion. Asimismo, el tipo de células, la cantidad de oxigeno en el medio y
la fase del ciclo celular (40,42).

Los mecanismos moleculares sugeridos para la accidn de la radiacién ionizante, se

basa en 2 teorias principales:

a) Accion Directa o Teoria de Blanco.

b) Accion Indirecta o Teoria de Difusion.

La Accién Directa sugiere que el dafio causado por radiacién se hace de manera

directa sobre las moléculas intracelulares.

La Accion Indirecta sugiere que €l dafio es causado por la liberacién de radicales

libres como producto de la radiélisis del agua intracelular (40,43).

Independientemente del mecanismo de accién, en general, la radiacion ifonizante
produce diversos tipos de dafio en las biomoléculas, entre las que se encuentran: rupturas
de enlace covalentes, modificacién de la estructura y degradacién de la molécula (42).
Especificamente en el ADN, la radiacion ionizante produce rupturas de una sola hebra,
rupturas de dobie hebra, dafio de bases, pérdida de bases, zonas desnaturalizadas y enlaces
cruzados intramoleculares (ADN-ADN y ADN-proteina) (40).

El tipo de ruptura en el ADN depende de la cantidad de emergia absorbida, por
ejemplo, para producir una ruptura de una hebra se requiere de 60 a 80eV mientras que
para producir una ruptura de doble hebra se requiere de 1000 a 1800eV; por esta razdn, la

frecuencia de rupturas de una hebra es 10 veces mayor que las de doble hebra (42).



5. TECNICA DE ELECTROFORESIS UNICELULAR ALCALINA

La Técnica de Electroforesis Unicelular Alcalina (EUA), también conocida como
“Ensayo Cometa” o Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE), fue propuesta por Singh y
colaboradores en 1988 como un método para valorar dafio y reparacién en el ADN
(44,45,46).

La EUA es una técnica sencilla que oftece varias ventajas como: requiere un nimmero
pequefio de células (1-10,000), es muy sensible para detectar rupturas en el ADN de cadena
sencilla y sitios sensibles a 4lcali, permite hacer una valoracién intercelular en cualquier
poblacion de células eucariSticas, se obtienen resultados en poco tiempo y es muy
econdmica (44,45,46).

La EUA basicamente consiste en embeber las células bajo estudio en un minigel de
agarosa que se coloca en una solucién de lisis (detergentes y altas concentraciones de sales),
con el objeto de romper a las células y dejar libres los niicleos, el ADN de los nicleos se
desnaturaliza y desenrrolla bajo condiciones alcalinas; posteriormente, se coloca en un
campo electroforético en el cual se produce una migracién del ADN de las células (desde el
catodo hacia el dnodo) que al ser neutralizadas, tefiidas con bromuro de etidio y observadas
bajo el microscopio de fluorescencia, se hace visible una imagen en forma de “cometa” con
una cabeza (nicleo) y cola (ADN desplazado fuera del nicleo) fluorescente, cuya longitud e
intensidad de fluorescencia de la cola del cometa estin relacionados con el nﬁmello de

rupturas en la cadena del ADN inducidas por el agente probado (44).

La Electroforesis Unicelular (EU) es el resultado de la técnica original de Rydberg y
Johanson (1978) quienes en sus experimentos observaron que los nucleos de células
irradiadas con Rayos X, embebidas en agarosa y mantenidas bajo condiciones alcalinas, se
mostraban  difusos de manera dosis-dependiente. Asimismo, Ostling y Johanson

observaron que al incluir un paso electroforético a células irradiadas con Rayos X,
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embebidas en agarosa y mantenidas bajo condicicnes neutras, el micleo mostraba una

extension del ADN cuya longitud resultd dependiente de la dosis de radiacion (47).

Singh y colaboradores en 1988 demostraron que la técnica es Gtil para detectar el
dafio producido al ADN en linfocitos humanos tratados con Rayos X (25 - 200rads) y
H202 (9.1 - 291um). Observaron que las condiciones neutras favorecieron la migracién de
rupturas de doble hebra, en tanto que con las condiciones alcalinas se detectaron rupturas de
cadena sencilia y sitios sensibles a dlcali. También observaron que en los linfocitos
irradiados con 200rads de rayos X, la cinética de reparacién se efectuaba dentro de los

primeros 15 minutos posteriores al tratamiento (45).

Posterioremente, varios investigadores emplearon la técnica con el objeto de
conocer su utilidad y el efecto de algunos agentes genotdxicos tanto fisicos como quimicos.
Asf Vijayalaxmi (1992) demostré que la técnica de EUA es sensible para detectar el dafio
en el ADN inducido por radiacién ionizante (Rayos gamma) a concentraciones tan bajas
como 0.5Gy en los linfocitos humanos de sangre periférica (48). Tice (1992), por su parte,
evalué el dafio en linfocitos de pacientes con céncer tratados con agentes alquilantes
(ciclofosfamida y cisplatino) en distintos tiempos de la terapia y demostré que la técnica
permite monitorear los niveles de dafio durante la terapia (49). Asimismo, Anderson y
colaboradores (1994) probaron el efecto de varios antioxidantes (Vitamina C, E, Similarin)
y otros agentes productores de radicales de oxigeno (H202 y Bleomicina) en linfocitos
humanos y observaron que la Vitamina C y Similarin proporciona un efecto protector al
dafio inducido por H202 y la Apo-transferrina y Deferoxamina mesilada, presenta un efecto
protector al dafio inducido por Bleomicina, por lo que concluyeron que la técnica de EUA

es Util para examinar ef dafio producido en el ADN por antioxidantes y otros agentes (50).



HLJUSTIFICACION

El diagnéstico de la AF y AT se realiza por medio del analisis de aberraciones
cromosomicas espontaneas e inducidas con el agente especifico para cada enfermedad en

cultivos de linfocitos.

Las aberraciones cromosdmicas que se observan son: rupturas cromatidicas y
cromosomicas, figuras radiales, anillos, dicéntricos y fragmentos céntricos v acéniricos; este
estudio implica ia realizacion de cultivos celulares de més de 48h y un anilisis laborioso de

mas de 25 metafases por cada tratamiento.

Debido a que la EUA detecta rupturas de hebra sencilla y sitios sensibles al alcali
podria ser una metodologia adecnada para determinar el dafio espontdneo e inducido ai
ADN en las células de A¥ y AT. Este método a diferencia del analisis de aberraciones

cromosomicas permite analizar un mayor nimero de células en menor tiempo.

Por otra parte, tanto en la AF como en la AT existen diferentes grupos de
complementacién, sin embargo con el andlisis de aberraciones cromosémicas no se ha
podido diferenciar dichos grupos de complementacién, Dade que la EUA es una téenica
mas sensible para detectar dafio al ADN es posible que sea una metodologia adecuada para

diferenciar los grupos de complementacion de la AF yla AT.



IV.OBJETIVOS
1. Objetivo General:

Conocer el daifio al ADN espontaneo ¢ inducido por agentes mutagénicos especificos

en lineas linfoblastoides de AF y de AT, mediante la técnica de EUA.

2. Objetivos Especificos:

a) Conocer el dafio al ADN espontdneo ¢ inducide por MMC en células normales y
de los grupos de complementacién de AF, mediante la técnica de EUA.

b) Conocer ¢l efecto de la adicion de plasma humano normal en células normales y
en los grupos de complementacion de AF, tratadas previamente con MMC, mediante la
técnica de EUA.

¢) Conocer ¢l dafio al ADN espontdneo ¢ inducido por radiacion gamma en células

normales v de los grupos de complementacion de AT, mediante la técnica de EUA.

d) Conocer si hay diferencias en la migracién del ADN en los grupos de
complementacion de AF y AT.



V.HIPOTESIS

Si la Electroforesis Unicelular Alcalina es una técnica sensible para detectar dafio
directo al ADN, entonces se podra observar ¢l dafio espontdneo y el inducido por agentes
clastogénicos como ia MMC, en células de Anemia de Fanconi v el dafio causado por

radiacion ionizante en células de Ataxia-Telangiectasia.



VI.METODOLOGIA

Los experimentos se realizaron con 4 lineas linfoblastoides de Anemia de Fanconi, 6

de Ataxia-Telangiectasia y 1 normal.

Las lineas linfoblastoides de AF de los grupos de complementacién AF(A), AF(B),
AF(C) y AF(D) fueron donadas por el Dr. Manuel Buchwald (Department of Genetics, The
Hospital for Sick Childen, Toronto, Ontario, Canada); las de AT de los grupos de
complementacion AT-A, AT-C, AT-D, AT-E vy las variantes AT-V1 y AT-V2 fueron
donadas por ¢l Dr. Richard A. Gatti (UCLA School of Medicine, Department of Pathology,
Los Angeles, California). La linea normal fue establecida en el Laboratorio de Citogenética,
del Instituto Nacional de Pediatria (INP), mediante la técnica de transformacién de

linfocitos con virus Epstein Barr, de un sujeto sano.

1. Técnica de Transformacion de Linfocitos:

Se tomoé una muestra de 10ml de sangre periférica con una jeringa estéril y
heparinizada.

La muestra de sangre se colocd en 5ml de gradiente lvmphoprep y se centrifugd
15min a 400 X g; la capa de linfocitos se lavo 2 veces con solucidn de Hank’s y el paquete
celular se resuspendié en 2ml de medio RPMI sin suplementar; esta suspension se colocd
en una caja de 24 pozos a los que se adicionaron 500ul de virus Epstein Barr, y se
incubaron por 24h a 37°C y 5% de COz. Transcurrido este tiempo, se retiré la mitad del
medio (0.3m]) de cada pozo y se sustituyd por medic RPMI suplementado con suero fetal
de ternera (SFT) al 10%. Esto se hizo de manera periddica hasta que las células mostraron
cambios morfoldgicos tales como aumento de tamafio y la presencia de pseudépodos que
permite que las células se asocien conformando ctimuloes; cuando las células presentaron

todas estas caracteristicas se consideraron como células transformadas (51); entonces se

20



transfirieron a frascos de cultivo a los que se adicionaron 10ml de medio RPMI

suplementado con SFT al 10% para su propagacion.

2. Viabilidad Celular:

Se calculd el porcentaje de viabilidad celular de los cultivos de linfoblastos de AF v

normal, antes y después de cada tratamiento.

Para ello, se prepard una solucidon con la suspensidn celular v el colorante azul de
tripano al 0.4% en una proporcion 1:1; se colocé 10ul en el hemocitémetro v se procedio a

contar las células con color {muertas) y sin color (vivas).

Con los datos obtenidos, se pudo calcular el porcentaje de viabilidad mediante la

relacidn:

Namero de células sin color
% Viabilidad = (100)
Nimero de células totales

3. Densidad Celular:

Para conocer la densidad celular se colocé una alicuota de la suspensién celular en
el hemocitémetro, se conté el nimero de células presentes en los 4 cuadrantes y se procedié

a hacer el célculo de acuerdo a la siguiente relacién (52):

Nuamero de células totales
Densidad Celular = {10,000) (Factor de dilucién)
Nimero de cuadrantes




4. Tratamiento de Linfoblastos de AF y Normal:

Se prepararon 4 tipos de cultivo, por duplicado, tanto para los linfoblastos de AF de
los grupos de complementacion AF(A), AF(B), AF(C) y AF(D), como del normal. Por cada
tipo de cultivo v linea celular se sembraron 6 X 10° cél/m! en medio RPMI suplementado

con SFT al 10% v se incubaron a 37°C y 5% de COu.

En el siguiente esquema se representan los 4 tipos de cultivos realizados por duplicado

en cada linea celular,
Cultivo Tratamiento
1| 1 *  Medio
2 | i MMC
3 ] }*  MMC + Medio
N 1% MMC+Plasma
0 24 48 72h (tlempo de cultivo) 2 MMC

- A las 24h se agregé MMC (40ng/ml) a los cultivos 2,3 y 4.

- A las 48h los cultivos 1, 3 y 4 se lavaron con Hank’s.

- Los cultivos 1 ¥ 3 se incubaron por 24h sélo en medio de cultivo con SFT al 10%.

- El cultivo 4 se mantuvo por 24h en presencia de medio con SFT al 10% y 20% de
plasma humano normal.

- Se midié viabilidad celular, en los tiempos marcados en el esquema con asterisco
(*), ¥ se prepararon. minigeles para ser procesados por medio de Electroforesis
Unicelular.

- Se hizo una repeticién por cada tratamiento y por cada linea celular.
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5. Tratamiento de Linfoblastos con Radiacién gamma:

Se prepararon cultivos por duplicado de linfoblastos AT de los grupos de
complementacidn AT-A, AT-C, AT-D, AT-E vy de los variantes AT-V1 v AT-V?2, asi como

del normal.

Todas las lineas celulares se mantuvicron en cultivo con medio RPMI suplementado
con SFT al 10%, a 37°C y 5% COe.

Por cada linea celular se hicieron 2 tipos de preparaciones: Una sin tratamiento para
conocer el dafio espontaneo y otra para conocer el dafio inducido por radiacion gamma. Una
vez que las células se embebieron en la agarosa de bajo punto de fusién, una de ellas se
traté con 1Gy de rayos gamma provenientes de una fuente de Cobalto 60 (*Co) e
inmediatamente, tanto las células radiadas como las de sin tratamiento, se colocaron en una
solucion de lisis fria (2.5M NaCl, 100mM EDTA, 10mM Tris, 1% Na-Sarcosinato, Triton
X-100 al 1%/DMSO 10%, pH 10,2 4°C).

Se hicieron de 4-10 repeticiones por linea celular tanto para el dafio espontineo

(células sin tratamiento) como para el dafio inducido (células irradiadas).

6. Electroforesis Unicelular Alcalina:

a) Preparacion de Minigeles:

Sobre un portaobjetos esmerilado se agregaron 120u! de agarosa regular (0.5% en
PBS, a 50°C) e inmediatamente se colocé un cubreobjetos y se dejé solidificar a
temperatura ambiente durante 3 ¢ 4min. Posteriormente, se retiré el cubreobjetos y se
agregé una segunda capa con 75ul de agarosa de bajo punto de fusion (0.5% en PBS, a
37°C) mezclados con 5ul de muestra (aproximadamente 5000 células), se colocd un

cubreobjetos y se dejd solidificar sobre una bolsa de hielo por 3min. Después de este
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tiempo, se retiré el cubreobjetos v se agregd una tercera capa de agarosa de bajo punto de
fusién (0.5% en PBS, a 37°C), de igual manera, se dejé solidificar sobre una bolsa de hielo

por 3min y se retird ¢l cubreobjetos con cuidado para no romper el gel formado.

Todos los minigeles, se colocaron en un recipiente con solucion lisante (2.5M NaCl,
100mM EDTA, 10mM Tris, 1% Na-Sarcosinato, Triton X-100 al 1%/DMS0 10%, pH 10),

se protegieron de la luz y se mantuvieron a 4°C al menos por una hora, antes de realizar la

electroforesis.

b) Electroforesis:

Los minigeles se retiraron de 1a solucién de lisis y se colocaron en una camara de
electroforesis horizontal a la que se adiciond buffer de electroforesis (300mM NaOH, 1mM
EDTA, pH 13) hasta que las laminillas estuvieron completamente cubiertas, se
mantuvieron a temperatura ambiente y bajo obscuridad durante 20min con el fin de
desenrrollar y desnaturalizar el ADN. Inmediatamente se realizo la electroforesis con 25V y

300mA durante 20min, en ausencia de luz para evitar dafio adicional.

Terminada la electroforesis, los minigeles se lavaron 3 veces con buffer de

neutralizacién (0.4M Tris, pH 7.5), y se tifieron con 50ul de bromuro de etidio (2ug/ml).

Todos los geles se cedificaron y se observaron al microscopio de flucrescencia con
un objetivo de 25X y filtro de excitacién de 515-560nm.

Por cada gel y tratamiento, se anatizaron 50 células vy con un ocular micrométrico se

midié la migracién det ADN, considerando solamente la cola del cometa que se formo.

Se analizaron 2 geles por linea celular y por tratamiento.
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7. Analisis de Datos:

Con los datos obtenidos, para las lineas linfoblastoides de AF, AT y normales, se

calculé el promedio de migracién (X) y la desviacion estandard (DS).

a) Lineas Linfoblastoides de AF:
Se representé graficamenite el nimero de células con respecto al nivel de migracién
del ADN y se utilizé la prueba estadistica por Andlisis de Varianza con el fin de comparar

los promedios de la migracién det ADN obtenidos por tratamiento v por linea celular.

Los datos correspondientes a las lineas linfoblastoides de AF v normal se dividieron
en niveles de migracién de 30um cada uno. Por lo que en el primer nivel de migracién

quedaron las c€lulas con dafio de 0-30um, en el segundo nivel las células de 31-60um y asi

sucesivamente.

b) Lineas Linfoblastoides de AT:

Los datos que se obtuvieron para las lineas linfoblastoides de AT y normal, se
representaron en graficas que muestran el promedio de migracién del ADN (um) vs nitmero
de repeticiones tanto de las células sin tratamiento (dafic espontdnec) como de las células

tratadas con 1Gy de rayos gamma (dafio inducido).

Se utilizé la prueba estadistica “t” student, para comparar los promedios de
migracion del ADN obtenidos para las células irradiadas con 1Gy de rayos gamma vy las no

irradiadas de cada linea celular.



VILRESULTADOS
1. Lineas Linfoblastoides de AF:

La Tabla I, muestra la viabilidad celular obtenida para las lineas linfoblastoides de
AF(A, B, C y D) y del normal, antes de correr los geles de cada tipo de cultivo. En esta
tabla, se puede observar que la viabilidad en todas las lineas celulares sin tratamiernto, fue
superior al 80%. Después dei tratamiento con MMC, la viabilidad disminuy6 en un 9% en
las células normales y del 17% al 20% en las células de AF. Al dejar Jas células con medio
de cultivo 24h después del tratamiento con MMC, la viabilidad disminuy$ en un 35% en
las células normales y del 33% at 45% en las céjulas de AF, pero al adicionar al medio de
cultivo 20% de plasma humano normal despuds del tratamiento con MMC, se observé que

la viabilidad se mantuvo igual a la obtenida inmediatamente después de tratados con MMC
¢n todas las lineas celulares.

;rr?:;tllmn CELULAR EN LINEAS LINFOBLASTOIDES NORMALES Y DE AF
LINEA SINTRAT, MMC MMC+MEDIO  MMCHLASMA
CELULAR (%) {%) (%) (%)
NORMAL 92 83 57 82
AF(A) 82 64 49 60
AF(B) 99 79 54 80
AF(O) 84 64 30 63
AF(D) 87 70 55 71

Los datos representan el porcentaje de células vivas después de cada tratamiento.
La concentracion de MMC fue de 40ng/mi de medio de cuitivo en todos los casos.
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La Tabla II muestra los promedios de migracién del ADN de las lineas
linfoblastoides normal y de AF sin tratamiento (dafio espontineo) y con diferentes
tratamientos (dafio inducido). En las células sin tratamiento, se puede observar que las
lineas AF(A}), AF({C), y AF(D) presentan un promedio de migracién similar al encontrado

en la linea normal, mientras que en la linea AF(B) el promedio de migracién fue menor.

Cuando se adiciond la MMC, en todas las lineas, el promedio de migracién fue
significativamente mayor (p < 0.05) que el observado en las células sin tratamiento; pero
cuando se adicioné medio de cultivo por 24h a las células previamente tratadas con MMC
el promedio de migracion resultd mayor que el dafio encontrado en las células sin
tratamiento y ligeramente menor al que se observé con sélo MMC. Sin embargo, al
adicionar medio de cultivo suplementado con plasma humano normal al 20%, todas las
lineas célulares presentaron un promedio de migracién del ADN significativamente menor
{p < 0.05) que ¢l de las células tratadas con MMC v muy similar al de las células sin
tratamiento; excepto en AF(A) que mostré un promedio de migracién mayor (91.38um) y
en AF(D) menor (39.9um).

TABLA Y
PROMEDIO DE MIGRACION DEL ADN EN LINFOBLASTOS NORMALES Y DE AF
SIN TRATAMIENTO Y CON DIFERENTES TRATAMIENTOS

LINEA SIN TRAT. MMC MMC+MEDIO MMC+PLASMA
CELULAR X (um)/DS R(umyDS X(umyDS R{um)/DS
NORMAL 59.8/30.6 109.38/28.62% 83.73/20.22* 57.46/16.67
AF(A) 50.16/12.44 149.15/43.05% 125.97/11.38* 91.38/1.43
AF(B) 33.3/11.13 59.61/9.14* 57.55/20.03* 29.34/9.76
AF(C) 523/0.31 162.75/25.07* 113.29/ 7.03* 49.4/3.23
AF(D) 56.49/ 8.08 128.8 /52.08* 80.9/ 1.06* 39.5/4.41

Los promedios de migracién del ADN se incrementaron después del tratamien.to con MMC y disminuyeron
después de 24hr de cultivo con medio, pero disminuyeron ain més en presencia de plasma humano nermal.
*Diferencia significativa con respécto a 12 migracién sin tratamiento.

p<0.05,andlisis de Varianza.
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En las figuras 2 y 3, se muestran las células sin dafio v con dafio, respectivamente.

En la figura 4 se representa la distribucién del ntimero de linfoblastos normales con
respecto a su nivel de migracién del ADN, sin tratamiento y con los diferentes tratamientos.
Se observa que la migracién de la mayoria de las células sin tratamiento (fig.4a), tendieron
a distribuirse en los niveles de menor dafio y muy pocas células llegaron al nivel maximo de

migracion, que corresponde al nivel 6 (150-180um).

En relacion al dafio inducide por MMC (fig.4b), se observa que las células se
distribuyeron entre el nivel de migracion 2-8 (30-240pm). Mostré diferencias significativas

(p < 0.05) con respecto a los linfoblastos sin tratamiento.

Las células a las que se adicioné medio de cultivo después del tratamiento con
MMC (fig.4c) se distribuyeron entre los niveles 1 a 8 (0-240um). No presenté diferencias
significativas con respecto a las que tenian MMC, pero si con respecto a las células sin

tratamiento (p < 0.05).

Los linfoblastos a los que se adicion6 medio de cultivo suplementado con plasma
humano normal al 20%, después del tratamiento con MMC (fig.4d), se distribuyeron entre
los niveles de migracién 1 a 4 (0-120pm). No se encontraron diferencias significativas con
respecto a las células sin tratamiento, pero si con respecto al dafio inducido con MMC y con

respecto al tratamiento con medio de cultivo después de MMC (p < 0.05).

En las lineas linfoblastoides de AF (figuras 5-8), se observéd un comportamiento
similar a las células normales en respuesta a los diferentes tratamientos. Sin embargo, la
linea AF(A) tratada con plasma humano normal (fig.5d) mostré una distribucién de células
entre los niveles de migracién 1 a 7 (0-210um), mientras que en las .lineas AF(B), AF(C) y
AF(D) el porcentaje de células que tendieron a distribuirse en el primer nivel de dafio fue
del 68%, 40% y 50% respectivamente (fig.6-8d).
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En todas las lineas celulares de AF se encontraron diferencias significativag entre el
dafio en los linfoblastos sin tratamiento v el inducido con MMC (p < 0.05), asimismo entre

los linfoblastos tratados con MMC y los tratados con 20% de plasma humano normal,
después de MMC.
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2. Lineas Linfoblastoides de AT:

La tabla IIl muestra los promedios de migracién del ADN esponténeo ¢ inducido por
1Gy de rayos gamma en las lineas linfoblastoides normal y de AT (A, C, D, E y variantes
V1 y V2). En relacion al dafio espontdneo, se observé que ¢l promedio de migracién del
ADN fue muy similar en todas las lineas celulares (de 11.41um a 44.42um). No se

encontraron diferencias significativas entre los grupos de complementacién de AT, ni con

respecto al normal.

En cuanto al dafio inducido por 1Gy de rayos gamma, el promedio de migracién se
incrementé de manera significativa (p < 0.05) en todas las lineas celulares (AT y normal),

alcanzando valores superiores a los 100um.

TABLA II

PROMEDIOS DE MIGRACION DEL ADN ESPONTANEO E INDUCIDO POR 1Gy DE RAYOS
GAMMA EN LINEAS LINFOBLASTOIDES NORMAL Y DE AT, DE 4 A 10 REPETICIONES

DARO ESPONTANEQ DANO INDUCIDO
LINEA N MIGRACION ADN N MIGRACION ADN
CELULAR X(umyDS Rum)yDs
NORMAL 10 24.05/17.45 10 109.46/28.12*
AT-A 4 11.41/ 8.86 4 108.30/21.87*
AT-C 6 37.20/21.68 6 112.94/18.79%
AT-D 10 31.71/15.39 5 100.08/23.95*
AT-E 10 22.46/12.63 6 103.98/22.44*
AT-V1 10 32.63/22.14 6 106.09/24.01*
AT-V2 9 44,42028.66 4 113.43/27.74*

Los datos representan el promedio de migracién del ADN espontaneo ¢ inducido por 1Gy de rayes gamma,
en 50 células analizadas por repeticién.

N=Namero de repeticiones.

¥p<0.05,"t" student, con respecto al daflo espontdneo.



La figura 9, representa la migracién del ADN esponténea e inducida por 1Gy de
rayos gamma obtenida para la linea normal. En esta figura, puede verse que hay gran
variabilidad en cada una de las repeticiones. Sin embargo, es evidente que el dafio inducido

es significativamente mayor (p < 0.05) que el dafio espontaneo.

Las lineas celulares de AT de los grupos de complementacion (figuras 10-15)
mostraron un comportamiento similar al encontrado en la linea normal. Asimismo, el dafio

inducido resultd significativo (p < 0.05) con respecto al dafio espontineo.
No se encontraron diferencias significativas entre los grupos de complementacion de

AT ni con respecto al normal, tanto para el dafio espontineo como para el dafio inducido

por 1Gy de rayos gamma.
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Figura 9.
Migracién del ADN, en linfoblastos normales,
espontinea e inducida por 1Gy de Rayos gamma.
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Figura 10.
Migracién del ADN, en linfoblastos de AT-A,
espontanea e inducida por 1Gy de Rayos gamma.
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Figura 11.
Migracidén del ADN, en linfoblastos de AT-C,
espontanea e inducida por 1Gy de Rayos gamma.
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Figura 12.
Migracion det ADN, en linfoblastos de AT-D,
espontanea e inducida por 1Gy de Rayos gamma.
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Figura 13.
Migracion del ADN, en linfoblastos de AT-E,
espontdnea e inducida por 1Gy de Rayos gamma,

3



AT-V1

Migracién del ADN(um)
160 =T

140},

120

100]

40

1 2 3 4 5 ]
Repeticiones

Espontanea [ inducida

Figura 14.
Migracion del ADN, en linfoblastos de ATV,
espontanea e Inducida por 1Gy de Rayos gamma.
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Figura 15.
Migracién del ADN, en linfoblastos de AT-V2,
esponténea e inducida por 1Gy de Rayos gamma.
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VIILDISCUSION

La EU ha sido de gran interés para muchos investigadores en el campo de la
biologia, medicina y toxicologia, debido a que es una técnica muy sensible para detectar el
dafio directo al ADN en c¢élulas individuales. Las aplicacions y variaciones de esta
metodologia son numerosas, actualmente se usa en estudios de reparacidn del ADN, para
probar la genotoxicidad de diversos agentes y en el biomonitoreo. El principio de deteccion
del dafio se fundamenta en la presencia de rupturas en el ADN de doble hebra o de cadena
sencilla, las condiciones neutras facilitan la deteccién de rupturas de doble hebra y las

alcalinas evidencian las rupturas de cadena sencilla (53).

En este trabajo se utilizo la técnica de EUA de acuerdo a Singh y colaboradores
(1988) para la deteccion de rupturas en el ADN de cadena sencilla v sitios sensibles a lcali
en células individuales con el objeto de cuantificar el dafio espontaneo e inducido en lineas
linfoblastoides de AF y AT (54).

1. Lineas Linfoblastoides de AF:

Con la EUA. fue posible detectar el dafic al ADN en los linfoblastos sin tratamiento
y con los diferentes tratamientos, tanto en la linea normal como en las lineas de AF, de los
grupos de complementacion AF(A), AF(B), AF(C) y AF(D). Es importante mencionar que
de todas las lineas AF y normal, la linea AF(B) mostré una migracién del ADN menor,
tanto en las células sin tratamiento como en las células tratadas con MMC. Cabe aclarar que
los experimentos con células AF(B} no se realizaron en paralelo con los demds grupos de
complementacién pero si con una linea normal y el comportamiento observado con respecto
a su control fue similar al de las otras lineas celulares: el promedio de migracién en los
linfoblastos sin tratamiento de la linea AF(B) y la normal fue de 33.3um y 24.68um,
cuando se ftrataron con MMC la migracién aumemté a 359.61pm y 73.25um
respectivamente.
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Los resultados obtenidos para los linfoblastos (AF y normal) sin tratamiento y con
los diferentes tratamientos mostraron gran variabilidad y promedios de migraciéon del ADN
mayores que los observados en estudios preliminares realizados con linfocitos de AF y
normales en Go (no se muestran los datos), atin asi, el dafio producido por la MMC se hizo

evidente en ambos tipos celulares.

Sin embargo, con la: EUA no fue posible detectar diferencias entre los grupos de
complementacion de AF ni con respecto al normal, atin cuando se sabe que son
genéticamente heterogéneos. Dado que hasta el momento se conocen 5 grupos de
complementacion y se han mapeado 2 genes diferentes en la AF, en el presente trabajo se
esperaba encontrar niveles de dafio al ADN que permitieran distinguir a los grupos de AF,
pero esto no fue asf; el dafio encontrado en los linfoblastos de AF y normales fue mayor que
el encontrado en linfocitos de AF y normales en Go (no se muestran los datos) y el
promedio de migracién al ADN entre las distintas lineas fue muy similar. Los factores que
pudieron impedir la diferenciacion en la respuesta al dafio espontineo e inducido en la AF
pueden ser diversos, quizd influyeron: a) el tipo de células {células en proliferacion
continia), b) el dafio al ADN producido por la MMC (enlaces cruzados) y c) las

condiciones de la electroforesis unicelular (alcalina).

Con respecto a la primera posibilidad, Olive y colaboradores {1993), utilizaron 1a
EUA para determinar tanto el dafio inducido por rayos X como la reparacion en células de
diferentes fases del ciclo celular; encontraron heterogeneidad en sus resultados, pero
observaron que las células en fase S no irradiadas mostraron un “momento de cola” mayor
que las células que estaban en otra etapa del ciclo celular y sugirieron que esto podia
deberse a la presencia de sitios de replicacién activa (55). En el presente trabajo se usaron
células transformadas y es posible que el gran dafio observado se deba a que los linfoblastos
se encontraban en proliferacién continda, en las células que estdn en fase S existen
fragmentos de Okazaki que pueden migrar igual que los fragmentos producidos cuando se
dafia al ADN.
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En cuanto a la segunda posibilidad, se sabe que la MMC es un agente clastogénico,
S dependiente, que induce la formacion de enlaces cruzados. Dado que se sabe que las
células de los grupos de AF presentan diferencias en la sensibilidad a }a MMC, se esperaba
que el nivel de dafio permitiera distinguir los 4 grupos de AF; el factor que pudo
enmascarar estas diferencias probablemente fue la forma en que se cuantificé el dafio al
ADN ya gue sdlo se midié la longitud de la cola del cometa con ocular micrométrico. Es
posible que las colas de ADN de las distintas lineas tuvieran mayor o menor cantidad de
ADN involucrado en el dafio pero que midieran lo mismo, estas diferencias podrian
demostrarse si se midiera el “momento de cola” o bien si se utilizara un anélisis

densitométrico.

1a EUA detecta rupturas de cadena sencilla y sitios sensibles al élcali, la MMC
induce dafio de doble hebra (enlaces cruzados) cuando se pega al ADN y dafio de hebra
sencilla de manera indirecta por la liberacién de radicales libres en su activacidn. Es posible
que las diferencias de los grupos de AF pudieran evidenciarse bajo condiciones neutras de
pH, que revelan dafio al ADN de doble hebra, o bien utilizando un agente mutagénico

quimico y otro fisico como lo realizaron Olive y colaboradores (1992) (56).

Por otra parte, debido a que la MMC es un agente alguilante citotdxico, se puede
pensar que la muerte celular representd una fuente de variabilidad, sin embargo, al
comparar la viabilidad (Tabla I) y la migracion del ADN (Tabla II} de las células de AF y
normal sin tratamiento y con diferentes tratamientos, se demostré que la viabilidad no
influyd en la migracién. Las células de AF y normal sin tratamiento mostraron una
viabilidad superior al 80% v el promedio de migracién observado en las lineas varié de
33.3um a 59.8um; después del tratamiento con MMC, la viabilidad disminuyé ligeramente
v el promedio de migracién se incrementé significativamente en todas las lineas celulares
(59.61um a 162.75um). Al dejar las células 24h con medic de cultivo después del
tratamiento con MMC, la viabilidad disminuyd todavia mads, hasta en un 45%, pero el
promedio de migracién del ADN fue ligeramente menor que el observado inmediatamente

después del tratamiento con MMC (57.55um a 125.97um); finalmente, al adicionar al
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medio de cultivo 20% de plasma humano normal, se encontré una viabilidad similar a la
observada después del tratamiento con MMC, pero promedios de migracion del ADN
menores (29.34um a 91.38um) y muy similares a los encontrados en las células sin
tratamiento. Ademds, la forma del cometa que se observé en los experimentos no indica que
se traten de células apoptdsicas como lo han demostrado otros autores (57). Los cometas
apoptdsicos se pueden identificar en base a su forma, presentan un espacio entre el niicleo v
la cola del cometa; esta falta de continuidad no fue observada en este trabajo, por lo que se

descarta su influencia en los resultados obtenidos.

2. Lineas Linfoblastoides de AT:

En los linfoblastos de AT, la EUA permitié valorar el dafio espontdneo e inducido
por radiacién gamma en los grupos de complementacién AT-A, AT-C, AT-D, AT-E vy las

vanantes AT-V1 y AT-V2, asi como en el normal.

Cabe mencionar que el promedio de migracion del ADN obtenido para la linea
AT-A, fue menor que el de lag otras lineas celulares, incluso que el de la linea normal, sin
embargo sélo se realizaron 4 repeticiones y no fue posible corroborar el resultado por la

pérdida de dicha linea celular.

Vijayalaxmi y colaboradores en 1992, valoraron el dafio inducido por radiacién en
linfocitos huumanos mediante EUA, parte de sus experimentos fueron realizados bajo las
mismas condiciones que las empleadas en el presente trabajo. Sin embargo, el nivel de dafio
observado fue diferente, el promedio de migracién del ADN para el dafio espontineo fue de
13.5 £ 1.71am vy para el dafio inducido de 57.1 + 4.22um, mientras que los promedios de
migracién que se obtuvieron para las lineas linfoblastoides de AT y nommal, fueron del
doble y ademas se observé una gran variabilidad en todas las lineas analizadas. Al igual que
con las lineas de AF, es posible que estas diferencias se debieran al estadio del ciclo celular,

ya que los linfocitos se encontraban en Go, en tanto que aproximadamenie el 50% de los
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linfoblastos se encontraban en fase S y probablemente los fragmentos de Okazaki

contribuyeron 2 incrementar la migracion del ADN y por tanto la variabilidad (58).

No se valord viabilidad cefular porque las células de todas las Iineas linfoblastoides

(AT v normal) fueron procesadas inmediatamente después de la radiacién.

Con la EUA no se encontraron diferencias significativas entre las lineas
linfoblastoides de los grupos de complementacién de AT probablemente porque se
demostré que 1o hay heterogeneidad genética entre ellos v que todos los grupos de AT (A,
C, D y E) estan codificados por el mismo gene {59).

50



IX.CONCLUSIONES

1. La EUA es util para detectar el dafio en el ADN en las células sin tratamiento y
en las células tratadas con MMC de las lineas linfoblastoides de AF y normales.

2. La EUA no es un buen método para detectar diferencias entre los grupos de

complementacién de AF(A, B, C y D), ni con respecto al normal,

3. Con ésta técnica (EUA) se puede detectar el efecto corrector del plasma humano

normal, aunque resulté ser generalizado en todas las lineas analizadas (AF y normal).

4. La EUA result6 util para detectar dafio esponténeo e inducido por 1Gy de rayos

gamma en las lineas linfoblastoides de AT y normales.

5. No se observaron diferencias entre las lineas linfoblastoides de AT(A, C, D, E,
V1y V2), ni con respecto al normal,
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