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RESUMEN

Las células progenitoras hematopoyeticas (CPH) son células con capacidad
limitada de renovacion propia, incluyen a células de multilinaje, y células de linaje
individual; son también conocidas como células formadoras de colonias y se localizan
en la médula 6sea (MO). Los procesos de proliferacion y diferenciacion de las CPH
estan regulados por los factores hematopoyeticos multipotenciales. Uno de estos es el
factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF), el cual actua sobre las CPH de
la MO para promover su maduracion hacia granulocitos y producir un incremento en el
namero de neutréfilos en sangre periférica (SP). De manera muy importante el G-CSF
tiene la propiedad de movilizar CPH de la MO a la SP en donadores para transplante
alogénico, en pacientes candidatos a transplante autélogo, y en donadores no
relacionados.

Se sabe que la movilizacion de CPH por el factor G-CSF no tiene efectos nocivos
a nivel clinico para los donadores. En el laboratorio de Citogenética del Instituto
Nacional de Cancerologia (INCan) al analizar el cariotipo de cuatro donadores (de diez
gue se observaron) tratados con el factor recombinante humano (rhum G-CSF) para
movilizar CPH, se observé un incremento en el nimero de algunas aberraciones
cromosomicas inestables, como rompimientos cromosomicos y cromatidicos. Estos
hallazgos sugirieron un posible efecto clastogénico del G-CSF, sin embargo, en la
literatura no existen reportes de estudios de genotoxicidad, por lo cual, el objetivo de
este trabajo fue determinar este efecto, para asegurar su uso en los donadores. La
informacion obtenida en este proyecto es importante debido a que las células que se
transplantan deben ser normales y libres de alteraciones cromosomicas.

La poblacion de estudio estuvo constituida por nueve donadores de CPH y cinco
individuos sanos como poblacién control. A los donadores de CPH se les tom6 muestra
de sangre periférica heparinizada antes y después del estimulo con el G-CSF; al 4°y 5°
dia después del estimulo, mediante aféresis se realiz6 la colecta de CPH. A los
individuos de la poblacion control se les tom6é una muestra de SP en tubo
heparinizado. Con todas las muestras se hicieron cultivos de linfocitos y se cosecharon
a las 48 horas para obtener metafases y analizar las posibles aberraciones



cromosémicas en cada individuo. El analisis de aberraciones cromosoémicas se realizd
en 100 metafases de cada cultivo en laminillas codificadas.

Se observé que el porcentaje promedio de aberraciones cromosOmicas antes del
estimulo fue de 2.0, y después se observé una ligera disminucion, siendo el valor de
1.33; a diferencia de los donadores el porcentaje en la poblacion control fue de 3.2,
estos resultados se encuentran dentro de los valores normales de aberraciones
cromosoémicas en individuos sanos reportados en la bibliografia. De acuerdo a estos
valores no hay diferencias significativas.

Estos resultados sugieren que el G-CSF no tiene efecto clastogénico sobre las
células de los donadores de CPH, en consecuencia puede utilizarse sin ningun
problema. Se observé ademas que este factor de crecimiento hematopoyético, ejerce
sobre los linfocitos T un estado transitorio sin respuesta funcional disminuyendo el
proceso de mitogénesis, o que es de beneficio para el paciente que va a ser
transplantado, ya que de esta forma se disminuye los sintomas de la enfermedad injerto

versus hospedero, y en consecuencia la mortalidad debida a este evento.



SUMMARY

The progenitor cells hematopoietic (CPH) are cells with limite capacity o property
renovation, it incluye to cells of multifamily and cells of individual family; they are also know like
formed cells colonies and they meet in the bone marrow (BM). The process of proliferation and
differentiation of the CPH are regulated by the hematopoietics multipotential factors. One of these is
the stimulate of colony of granulocytes factor (G-CSF), wich it actues on the CPH of the BM for
promote its mature to granulocytes and produce an increase in the number of neutrophils in the
periferical blood (PB). In any case very important the G-CSF has the property of move CPH of the
BM to PB in givers for the allogenic transplant, in candidates patients to autologo transplant and in
givers no relations.

It knows that the movilization of CPH by the G-CSF factor doesn’t have noxious effects to
clinic level for the givers. In the citogenetic laboratory of the Instituto Nacional de Cancerologia
(INCAN) to the analyze the cariotype of four givers (of the givers that they are observed) treated
with the human recombinante factor (rhum G-CSF) for movilize CPH, it observed an increase in the
number of some chromosome aberration unstable, like chromosomic break and cromatidics. These
finds be come a clastogenic effect possible of the G-CSF, however, in the literature there is not
studies genotoxity reports, by the wich, the objective of this work was determinate this effect, to
assure its use in the givers. The information got in this project is important just to the cells that they
are transplanted must be normal and free of cromosmics alters.

The study population was constitute by nine givers of CPH and five healthy persons like
control population. To the CPH givers were got some periferic blood heparinizade before and after
of the stimulate with the G-CSF; to the 4™ and 5" day after the stimulated, through aferesis was
made the collect of CPH. To the person of control population were got themselves a sample of PB
in the heparinizade tube. With all the samples was made some lymphocytes culture and they was
harvest to 48 hours for getting metaphases and analize the possible chromosomics aberration in
each person. The analize of chromosomics aberrations was made in 100 metaphases of each
culture on code lamine.

It was observed that the average of chromosomics aberrations before the stimulated was of
2.0 and alter it was observed a light disminution, it was value of 1.33 to different of the givers the
average of the control population was of 3.2, this results were found incide of the normal values of
chromosomic aberrations in healthy persons reported in the papers. Agree to these values do not
have significative differents .

These results suggestion that the G-CSF do not have clastogenic effect on the cells of the
CHP givers, in consequence can utility without some problem. It was observed resides that this
incrase hematopoietics factor, practice on the lymphocytes T a transitore state without functional
response decrease the mitogenesis process, that it a benefit for the patient that it is going to
transplant, already this form decrease the sign of the disease like a host and like consequence the
mortality just to this event.



ABREVIATURAS

CPH- Células progenitoras hematopoyéticas.

MO- Médula ésea.

SP- Sangre Periférica.

CFC- Células formadoras de colonias.

GVHD- Enfermedad Injerto contra Huésped.

rhG-CSF- Factor estimulador de colonias de granulocitos-recombinante humano.
HLA- Antigeno leucocitario humano.

G-CSF- Factor estimulador de colonias de granulocitos.

CSF- Factores estimuladores de colonias.

GM-CSF- Factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos.
M-CSF o CSF-1- Factor estimulador de monocitos.

IL-3- Interleucina-3.

Multi-CSF- Factor estimulador de colonias de lineas multiples.

CHO- Células de ovario de Hamster chino.

PIP2- Fosfatidilinositol bifosfato.

IP3- Inositol trifosfato.

ADN- Acido desoxirronucleico.

FISH- Hibridacion In situ con fluorescencia.

IM-indice Mitético.



1. INTRODUCCION

1.1 Hematopoyesis

La gran mayoria de los tejidos del cuerpo mantienen su estructura y funcion
a través de la vida del individuo por la produccion de células dentro de cada tejido,
reemplazando a aquellas que se pierden por dafio 6 por envejecimiento. Uno de
los procesos mas complejos para la formacion de células es el que se lleva a cabo

en la médula 6sea (MO), mediante el proceso de Hematopoyesis.

La hematopoyesis genera todas las células sanguineas a partir de una
célula tronco comun. En general, las células tronco pluripotenciales (stem cells) se
diferencian por accion de una red compleja de factores de crecimiento
hematopoyéticos para originar estirpes celulares tales como la linfoide y mieloide

(Vellenga et al, 1987; Lieschke et al, 1992). (Figura 1)
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Figura 1.Hematopoyesis. Formacion de las diferentes lineas celulares sanguineas
(Tomado de Lodish et al., 2000)

En la médula 6sea, la hematopoyesis se presenta en asociacién con

células estromales, las cuales producen una amplia variedad de citocinas,
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incluyendo al Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos (G-CSF) (Fibbe et
al., 1988; Migliaccio et al., 1990). Las interaccciones intimas de célula a célula que
se dan entre las células estromales y las células hematopoyeticas son
indispensables para que la hematopoyesis se lleve a cabo con eficacia (Dexter et
al., 1977).

1.2 Células progenitoras hematopoyeticas (CPH)

Las CPH son células inmaduras con capacidad limitada de renovacion y de
habilidad para formar colonias hematopoyeticas en cultivos semisélidos, son
tambien conocidas como células formadoras de colonias (CFC), localizadas
después del nacimiento en la médula ésea; los diferentes subgrupos pueden ser
distinguidos por su estadio de madurez o por su potencial de reconstitucion. Un
pequefio numero de CPH da origen a progenitores de linaje especifico que
proliferan y maduran en la MO, pasando posteriormente a la sangre (Van Furt,
1993; Mayani et al., 2003).

El proceso de proliferacion y diferenciacion de las células progenitoras
hematopoyeticas (CPH), es altamente dinamico y se pueden originar también en
relacion a la tension fisiologica del organismo tal como sangrado o infeccion (Van
Oostveen et al.,1999).

En la médula 6sea, el niumero de CPH es muy bajo, generalmente
representan entre el 0.01 y 0.05% de la poblacién celular total. La presencia de las
CPH es sumamente importante, ya que si por alguna causa éstas no existieran,
se originaria una pancitopenia -ausencia de todas las células sanguineas -. De
una manera similar, si las CPH estan presentes pero alteradas, se desarrollan
lineas celulares anormales que condicionan una variedad de sindromes linfo-
mielodisplasicos (Metcalf, 1988). Asi mismo, a principios de 1980 se descubrid
que las CPH también se encontraban en pacientes que habian presentado
leucemia o linfoma en remision, durante el periodo de recuperacién, después de la

administracion de altas dosis de quimioterapia (Goldman, 1995); respecto a éste
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hallazgo Richman et al sugieren que la quimioterapia induce movilizacién de las

CPH de areas extravasculares hacia la circulacion.

Se ha observado en estudios realizados en humanos y en murinos, que la
transfusion de sangre periférica (SP), es capaz de proteger a individuos receptores
de dosis letales de radiacion o de drogas citotoxicas, mediante la restauracién de
células sanguineas formadas de CPH circulantes, sugiriendo que estas se
encuentran presentes en las células mononucleares de la sangre periférica; esto
demuestra el potencial de las CPH para reconstituir la hematopoyésis en
individuos que presentan una disminucion en el numero de células sanguineas
debido a tratamientos citotoxicos. Asi mismo se ha demostrado la presencia de
células formadoras de colonias (CFC) (Prosper et al., 1996; Udomsakdi et al.,
1992); de esta forma las CPH son esenciales para la recuperacion de individuos
receptores inmunocomprometidos, debido a que reconstituyen todos los linajes
sanguineos dentro de los que se encuentran los linfocitos B, monocitos y células
dendriticas (Rondelli et al., 1996). Las CPH expresan el antigeno CD34, que es
una glicoproteina integral de membrana que funciona como un regulador de la
adhesion celular hematopoyetica a células estromales del microambiente (Mayani
et al., 2003); y ha sido usado como un marcador celular en estudios clinicos
(Craddok, 2000).

1.3 Transplante de células hematopoyeticas

Por otra parte aunque el transplante de médula 6sea ha sido ampliamente
utilizado como un tratamiento terapéutico en enfermedades malignas y no
malignas, es a partir de 1990 que las células progenitoras de la sangre periférica
colectadas por aféresis, reemplazan grandemente al transplante de médula 6sea,
como una fuente de células tronco hematopoyeticas para el transplante autdlogo
(células del mismo individuo) (Lane et al., 1995), alogénico (las células proceden
de un hermano genéticamente diferente) (Martinez et al., 1999), y transplante

alogénico no relacionado (Petersdorf and Anasetti, 2005).
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En los individuos donadores de CPH se evita el procedimiento de anestesia
general, lo cual es de gran beneficio para alentar donacion por donadores
voluntarios no relacionados. Resultados preliminares de transplantes de células
tronco sanguineas, indican una reconstitucion hematopoyética mas répida
después de terapia mieloablativa, comparado con las CPH de la médula 0Osea,
debido a que las colectas de células movilizadas contienen un elevado nimero de
células pluripotenciales de renovacion propia, asi como de células progenitoras de
los diferentes linajes sanguineos, lo que ayuda a una recuperacion funcional mas
rapida de la médula 6sea (Martinez et al., 1999; Hidalgo et al., 2004), ayudando
asi mismo a reducir costos. Por tal motivo, las células tronco colectadas de la
sangre periférica de donadores a los que se les administro el factor estimulador de
colonias de granulocitos (G-CSF), se usan ahora como una alternativa para el

transplante de médula ésea.

Champlin et al (2000) sugirieron que el uso de las células tronco
sanguineas mas que las de médula 6sea, pueden mejorar los resultados de
transplantes alogénicos en pacientes con leucemia aguda avanzada o leucemia
mielocitica cronica, al menos durante el primer afio después del transplante. Se
han obtenido resultados similares en pacientes con leucemia aguda en primera
remision, y en pacientes con leucemia mielocitica cronica en primera fase cronica,
esto debido a una recuperacién mas rapida de neutroéfilos y plaquetas.

La movilizacion de la CPH es un fendmeno complejo que involucra la
contribucién coordinada de moléculas de adhesion, citocinas enddgenas,
proteasas y varias vias de sefializacion (aun no identificadas) (Hidalgo et al.,
2004). Asi el proceso implica una modificacién de las interacciones entre células
hematopoyeticas y elementos estromales (células y moléculas de la matriz
extracelular), migracion de las células hematopoyeticas a senos de la médula 6sea
y el egreso a través de la capa endotelial (Mayani et al., 2003).

De esta forma desde el punto de vista clinico la movilizacion de las células
progenitoras de médula 0sea hacia la sangre periférica es muy importante, ya que
se obtiene un namero elevado de CPH (Lane et al., 1995; Martinez et al., 1996) lo
que reduce la mortalidad y morbilidad tempranas (no en todos los casos) en

comparacion con los resultados de transplantes de médula ésea (De Fabritiis et
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al., 2001); Sin embargo puede existir el riesgo de la enfermedad injerto contra
huésped (GVHD) o del efecto leucemia contra injerto, debido a la presencia de
linfocitos T presentes en la colecta de CPH del donador inmunocompetente y
transplantados al receptor inmunosuprimido (Burt, 1996). En muchos estudios, la
incidencia de GVHD aguda con transplantes de células tronco sanguineas es
similar a lo reportado con transplantes de médula ésea; a nivel celular algunos
autores reportan que en donadores estimulados con el Factor Estimulador de
Colonias de Granulocitos-Recombinante Humano (rhG-CSF) la proliferacion
linfocitaria se ve inhibida, debido a acciones inmunoreguladoras induciendo el
fenotipo conocido como “activacion parcial linfocitaria” (Rutella et al., 1997 y 1998),

lo que disminuye el riesgo de GVHD.

Por su parte Volpi et al (2001) describieron el dafio celular inmune a
largo plazo de las células T en pacientes con haplotipo HLA (Antigeno leucocitario
humano) mal apareado, tratados con el Factor Estimulador de Colonias de
Granulocitos (G-CSF) después del transplante con CPH; con el objeto de reducir
el periodo de neutropenia y mejorar el injerto después del transplante. Afirman que
la desregulacion inmune a largo plazo puede ser significativa, como muestra el
hecho de la reducida capacidad de las células T para hacer frente a las
infecciones ocasionadas por hongos. Los autores también muestran que el
tratamiento con G-CSF tiene una influencia negativa sobre las funciones inmunes
in vitro en donadores normales de CPH. El reporte de Volpi indica que los efectos
inmunologicos del G-CSF deben ser monitoreados a largo plazo, y nuevos
estudios prospectivos son necesarios para permitir una evaluacion de los

beneficios a corto plazo contra los riesgos potenciales a largo plazo

1.4 FACTORES ESTIMULADORES DE COLONIAS

La defensa frente a organismos extrafios, como virus o bacterias, esta
mediada por una inmunidad innata y una especifica (0 adaptativa). Las fases
efectoras de ambos tipos de inmunidad estdn mediadas en gran medida por unas
glicoproteinas con actividad hormonal llamadas citocinas.
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De acuerdo a sus caracteristicas funcionales las citocinas se dividieron en
tres categorias: 1) mediadores y reguladores de la inmunidad innata, cuya
produccion por los macréfagos mononucleares es estimulada por agentes
infecciosos y estimulan o inhiben las reacciones inflamatorias, 2) mediadores y
reguladores de la inmunidad especifica, que se producen como respuesta al
reconocimiento por los linfocitos T de antigenos especificos y que sirven para
intensificar, focalizar y especializar las reacciones inflamatorias, y 3) estimuladores
de la proliferacion y diferenciacion de los leucocitos inmaduros, que son
producidos tanto por los linfocitos activados como por otras células. Varias
citocinas pueden actuar en mas de una de estas categorias. La mayoria de
citocinas que estimulan la expansién y diferenciacion de las células progenitoras
de la médula 6sea se denominan colectivamente factores estimuladores de
colonias (CSF), porque se suelen analizar segun su capacidad para estimular la
formacion de colonias celulares en cultivos de médula O0sea. Estas colonias
maduran en cultivos in vitro adquiriendo caracteristicas de lineas celulares
especificas. Sobre las células de la médula ésea actian diferentes CSF, los
nombres asignados a estos factores reflejan los tipos de colonias a que dan
origen. Se conocen cuatro clases de CSF: Factor Estimulador de Colonias de
Granulocitos y Macrofagos (GM-CSF), Factor Estimulador de Colonias de
Granulocitos (G-CSF), Factor Estimulador de Monocitos (M-CSF 6 CSF-1) ,
éstos son citocinas producidas por células T activadas, macrofagos, células
endoteliales y fibroblastos del estroma que actlan sobre la médula Osea
aumentando la produccion de leucocitos inflamatorios. Ademas el G-CSF actua
como una hormona enddcrina, generada en los focos inflamatorios, que moviliza
neutrofilos desde la médula 6sea para reponer los que se consumen en las
reacciones inflamatorias. EI GM-CSF es también un factor activador de
macrofagos y favorece la diferenciacién de las células de Langerhans a células
dendriticas. La Interleucina-3 (IL-3), también conocida como Factor estimulador de
colonias de lineas multiples (Multi-CSF), es un producto de las células T CD4+ que
actua sobre los progenitores mas inmaduros de la médula 6sea y favorece la
expansion de células que se diferencian en todos los tipos de células maduras que
se conocen (Abbas et al., 2000) (Tabla 1).
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Los CSF se dividen en factores de crecimiento multipotenciales y factores
de crecimiento de linaje restringido, ejercen sus efectos celulares por interaccion
con los receptores de membrana de la célula blanco. Los receptores son
importantes en la regulacion de complejas interacciones entre diferentes factores
de crecimiento, las células sanguineas y de la médula 6sea; en la presencia de
niveles bajos del receptor los factores de crecimiento muestran sus efectos
biolégicos, las células hematopoyeticas expresan receptores simultdneos para
varios factores de crecimiento, el numero de receptores por célula es
relativamente bajo, y la presencia de un tipo de receptor regula otros tipos de

receptores presentes en la misma célula (Nicola, 1987).

Tabla 1. Caracteristicas de los Factores de Crecimiento

Hematopoyeéticos.

Factor de Peso Localizaciéon Célula blanco Células
Crecimiento Molecular cromosomica progenitora blanco
(Daltones) maduras
G-CSF 10-22 17911.2-21 CFU-G Neutroéfilos
GM-CSF 14-35 5023-31 CFU-blastica, Neutrofilos,
CFU-GEMM, Eosindfilos,
CFU-GM, Monocitos
CFU-G,
CFU-M,
CFU-Eo,
CFU-Meg,
CFU-E.
M-CSF 70-90 5033.1 CFU-M Monocitos
IL-3 14-28 5023-31 CFU-Blastos, Eosindfilos
CFU-GEMM, Monocitos
CFU-GM,
CFU-G,
CFU-M,
CFU-Eo,
CFU-Meg,
CFU-Baso,
BFU-E.
EPO 34-39 7q11-22 CFU-E, Ninguno.
Tardia BFU-E,
CFU-Meg.

CFU = Unidad formadora de colonia; GEMM = granulocito, eritrocito, monocito,
megacariocito; GM = granulocito y macrofago; Eo = eosinéfilo; M = megacariocito;
G = granulocito; M = macrofago; E = eritroide; Baso = Basofilo; BFU-E = unidad
formadora de colonias eritroide; EPO= eritropoyetina

(Tomada de Groopman et al.,1989)



1.5 Factor estimulador de colonias de granulocitos ( G-CSF)

El G-CSF humano se purificd a partir de la linea celular 5687 de carcinoma
de vejiga; es una molécula hidrofébica que contiene 174 aminoacidos, con un sitio
de glicosilacion tipo “O” en la treonina 133. EIl peso molecular varia dependiendo
de si esta glicosilado o no, el G-CSF glicosilado tiene un peso de 19, 600 daltones,
y el no glicosilado pesa 18, 800. La glicosilacion puede tener efectos significativos
sobre la funcion del factor de crecimiento, ya que estudios in vitro sugieren que la
forma glicosilada tiene una mayor efectividad a corto plazo sobre la proliferacion
de colonias granulociticas y neutréfilos. In vitro el G-CSF glicosilado es mas
resistente a la degradacion en suero, tiene mayor efectividad que el no glicosilado
debido a la mayor afinidad por su receptor (Watts, et al., 1997).

El G-CSF tiene la propiedad de regular la produccion, proliferacion,
diferenciacion y maduracion de progenitores mieloides hacia granulocitos vy
monocitos/macréfagos (Kaplinsky et al., 2003). Si se adiciona G-CSF natural o el
recombinante humano (rhG-CSF), se observa un crecimiento de colonias celulares
dependiente de la dosis, y a concentraciones mayores o iguales a 100 U/ml
(Ing/ml) induce wuna proliferacion Optima, principalmente de granulocitos
neutréfilos ( > 90%) (Goldman, 1995; Lieschke, et al., 1992; Nagler, et al., 1996;
Van de Geijn, 2004). (Figura 2)

Los productos recombinantes del G-CSF humano mas utilizados para uso
clinico son el Lenograstim y el Filgrastim; el primero se obtiene a partir de células
de ovario del hamster Chino (CHO) y esta glicosilado en el mismo sitio que la
molécula nativa; el segundo no esta glicosilado y se obtiene de E. Coli. El gen
para éste factor se localiza en la region g11.2-g21 del cromosoma 17 (Welte, et
al., 1990; Watts et al., 1997).
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Figura 2 Efecto del G-CSF sobre la hematopoyésis en el hombre. De manera
normal, se puede observar que la maduracién de los neutrofilos a partir de una
célula multipotencial ocurre en un periodo de cinco a seis dias, mientras que
cuando el G-CSF se administra exdgenamente, el tiempo de maduracion de
neutréfilos es significativamente menor (un dia) y se incrementa su concentracion
en sangre (a). En la grafica (b) se observar la respuesta temprana y rapida de los
neutréfilos al estimulo con el G-CSF con un pico maximo de concentracién en el
primer dia de tratamiento (Tomada de Lord et al., 1989).

El factor rhG-CSF (Filgrastim) tiene una absorcion rapida y eficiente, y
puede alcanzar su concentracion méaxima en suero en un lapso de 2-6 hrs. Las
concentraciones en suero menores o iguales a 10 ng/ml se mantienen por

espacio de 8-16 hrs., después de la aplicacion de una dosis de 5 ug/kg. Se ha
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visto que cuando se administra de manera continua o repetida (24 horas) no se

altera el metabolismo y la eliminacion del mismo (Morstyn et al.,1988).

El G-CSF recombinante no glicosilado tiene varios efectos bioldgicos,
dentro de los cuales se encuentra que: a) estimula la formacion y diferenciacion de
las colonias de granulocitos (Acquntella, 1995), b) influye en la maduracion de
neutréfilos estimulando su liberacion desde la médula Osea hacia la sangre
periférica, mejorando la funcidon quimiotactica y fagocitica, la liberacion de
superoéxido, y la citotoxicidad mediada por anticuerpos (Steward,1993; Acquntella,
1995.), ¢) actua primariamente sobre las células precursoras de la médula 6sea,
permitiendo su diferenciacion hacia células mieloides (Martinez et al.,1999; Abbas
et al., 2000; Joshi et al., 2001; Acquntella, 1995), d) Estimula la proliferacion y
diferenciacion in vitro de ciertas lineas celulares tumorales y leucémicas mieloides
(Welte et al, 1990; Budel et al, 1989; Acquntella, 1995), e) Induce proliferacion y
diferenciacion de neutréfilos en sangre periférica (Possion et al., 1996; Molineux et
al., 1990), f) Actda sinérgicamente con IL-3 para estimular megacariocitos y
colonias de blastos (Acquntella, 1995), g) en presencia de otras citocinas como
GM-CSF, IL-3, y CSF-1, actua sinergicamente para incrementar el nimero de las
células formadoras de colonias (Acquntella, 1995), h) ejerce un efecto pleiotrépico
sobre diferentes tipos celulares del sistema inmune del huésped (Joshi et al.,
2001). (Figura 3)

1.6 Receptor del G-CSF

El receptor para el G-CSF es una cadena polipeptidica simple de 150 Kd,
transmembranal y es miembro de la superfamilia de los receptores de las citocinas
(Avalos et al., 1990). Los receptores para el G-CSF son especificos, tienen una
sola afinidad y se presentan en progenitores mieloides, granulocitos maduros,
monocitos y algunos linfocitos T y B (Joshi et al., 2001). El nUmero de receptores
en los neutréfilos en humanos aumenta ligeramente con la maduracion de la
célula. La union del G-CSF a su receptor ayuda a una disminucion en el nimero
de receptores de superficie, asi como a que el complejo receptor-G-CSF sea
internalizado y degradado. La union, la internalizaciébn y la degradacion se
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requieren para que el G-CSF actue (Nicola, 1987) (Figura 4). En muchas células,
este tipo de receptores activan la transcripcion de genes especificos, al menos por
las siguientes vias: a) la cinasa-C activa una cascada de proteinas cinasas que
ayudan a la fosforilacion y activacion de una proteina reguladora unida al DNA; b)
la activacion de la cinasa-C ayuda a la fosforilacion de una proteina inhibidora, que
se activa y libera una proteina reguladora citoplasmica que migra al ndcleo y
estimula la transcripcion de genes especificos (Alberts et al., 1994). (Figura 5)
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Figura 3. Interaccion de G-CSF con otros tipos de citocinas durante la
diferenciacion hacia neutrofilos. (Tomado de Scott FG, 2000.)

La sefial temprana generada en la membrana y en el citoplasma por el
factor de crecimiento activado por el receptor, se propaga hacia el nucleo, lo cual
resulta en una estimulacion de la sintesis de DNA vy division celular. La sintesis de
DNA representa el evento tardio que ocurre dentro de las primeras 10 a 15 hrs.
después de la induccién celular con el factor de crecimiento (Rakowicz-
Szulczynska, 1994).
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Figura 4. Superfamilia de receptores de las citocinas (Tomado de Alberts et al.
1994).

1.7 Apliciones clinicas

El G-CSF humano se secreta por células estromales, endoteliales,
monocitos y fibroblastos, en respuesta a una variedad de estimulos celulares y
humorales. Usualmente en individuos sanos las concentraciones son
indetectables en el suero, pero en una neutropenia 6 infeccion, la concentracion
en suero del G-CSF natural se incrementa significativamente. En un estudio
realizado por Cebon et al (1994) se observd que los niveles del factor en
sujetos afebriles era de 0.1 ng/ml mientras que en pacientes febriles se
incrementd a 0.46 ng/ml. Estos datos sugieren que éste factor es un importante

regulador fisiolégico de la respuesta sistémica a neutropenia e infeccion.

Se ha visto que el rG-CSF no glicosilado es muy importante desde el punto
de vista clinico, ya que permite una restauracion de la hematopoyesis en
enfermedades relacionadas con neutropenia  secundaria a quimioterapia
mieloablativa, drogas, y/o radiacion (Gabrilove y Jakubowski, 1989 y Acquntella,

1995); ademas, ayuda en la disminucion de episodios febriles post-quimioterapia
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de leucemias linfoides agudas y tumores solidos (Acquntella, 1995). El uso del G-
CSF ha disminuido la morbilidad de pacientes que recibieron quimioterapia (por
mielosupresion reducida y mucositis) permitiendo un programa completo de
terapia, al administrar grandes dosis de agentes antineoplasicos con o sin
transplante de médula 0sea, o agentes limitantes de toxicidad hematopoyética
(Gabrilove y Jakubowski, 1989); incrementa la proliferacion de las defensas del
huésped (principalmente neutrdéfilos) contra infecciones (Gabrilove y Jakubowskil,
1989, Gansery Karthaus, 1996); ayuda en la estimulacion y produccion de células

efectoras con capacidad antitumoral (Gabrilove y Jakubowski, 1989).

Se ha observado en sistemas de cultivo de MO a largo plazo de dos y cinco
semanas, (donde los elementos estromales forman una capa adherente en la que
las células tronco se depositan y desarrollan la hematopoyesis, definiéndose
posteriormente el nimero de colonias producidas por las células cultivadas) que la
administracion del G —CSF a donadores, moviliza mayormente a los progenitores
primitivos de tres a cinco dias después de la aplicacién, mientras que los
progenitores diferenciados incrementan su numero después del cuarto dia; los
primeros estan involucrados en la reconstitucion de la MO, mientras que el
segundo tipo celular prolifera y se diferencia poco después del transplante, para
poder defender al receptor de posibles infecciones. En consecuencia la colecta
debe realizarse cuatro 6 cinco dias después de la administracién del factor, porque
el nUmero de progenitores tanto primitivos como diferenciados es mayor en la

circulacion (Suzuki et al., 1998).

Un estudio realizado por De la Rubia et al (2001) muestra que la
movilizacion de las CPH por el rG-CSF, asi como la cosecha de las células es
segura y efectiva, tanto en donadores jovenes como en adultos. En este estudio
se llevd a cabo un seguimiento por mas de un afio, durante el cual no se
observaron complicaciones. Por otra parte Besinger et al (1996), reportan un

seguimiento durante cuatro afnos sin problema.

En general, los alodonadores toleran de manera adecuada la

administracion del factor y la leucoféresis, sin embargo en ocasiones pueden
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presentar ligeras molestias como, fiebre, nausea, mareo y dolor de huesos durante
el tiempo de administracion (Nagler et al., 1996 y Anderlini et al., 1999).Hasta el
momento no hay reportes contundentes de toxicidad (Hester et al., 1995), en
algunos casos se han presentado efectos adversos, que van de fatiga moderada a
profunda, breves episodios de hipoxia (Grigg et al.,, 1995 a), hiperventilacion
pasajera, presencia de un absceso perianal en un donador (Grigg et al., 1995 b), y
en otros se refieren hallazgos mas graves, como la induccion de iritis aguda
(Parkkali et al., 1996), ruptura esplénica en otro (Becker et al., 1997), artritis
gotosa aguda y reaccion anafilactoidea (Anderlini et al., 1999). En cuanto a los
donadores pediatricos se tiene poca experiencia, sin embargo, se reporta el caso
de un donador de 11 meses el cual no presentd ninguna complicacién después de
la movilizacion (Possion et al., 1996). Se ha observado que la movilizacién no se

ve afectada por la edad o el sexo (Grigg et al., 1995 b).
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Figura 5. Via de sefializacion para la estimulacion de la proliferaciéon celular por un
factor de crecimiento (Tomado de Alberts et al., 1994).

El uso de CPH movilizadas a la sangre con fines de transplante tiene varias
ventajas sobre células de la médula 6sea (MO); primero, ésta técnica mejora la
aceptacion del donador, evitando los riesgos de la anestesia general y el aspirado
de la MO; segundo, el tiempo de hospitalizacion es corto, reduciendo costos y
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tercero se asocia con una reconstitucion hematopoyética acelerada (Lane et al.,
1995 y Tjonnfjord et al., 1994) ademas de una cosecha de células facilitada
(Rondelli et al.,, 1996). El niumero de CPH que se obtienen varia, pero
generalmente se obtiene un promedio de 2 a 4 x10°/Kg. de peso corporal (De la
Rubia et al., 2001; De Fabritiis et al., 2001). Estas colectas contienen un nimero
masivo de células T, (que son independientes del nimero obtenido de CPH) que
pueden agravar el desarrollo de la enfermedad injerto versus huésped (GVHD), sin
embargo, el método mas usado para disminuir ésta enfermedad es el uso de
drogas inmunosupresivas, las cuales son administradas en pacientes con
trasplante alogénico para minimizar la GVHD. En un estudio realizado por Chao y
Blume (1992) se demostré que los pacientes que recibieron inmunosupresores
tales como: prednisona, ciclosporina y metotrexate, experimentaban una duracion
mayor de aplasia medular, en comparacion con aquellos que recibieron soélo
prednisona y ciclosporina. Por otra parte Schmitz et al., (1998) y De Fabritiis et al.,
(2001) reportaron solo el uso de ciclosporina y metotrexate como profilaxis para la
GVHD.
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2. ABERRACIONES CROMOSOMICAS

En el humano, las células tienen un nimero especifico de cromosomas, las
células somaticas presentan 46 y las gaméticas 23. La organizacion y el numero
de genes en los cromosomas de un organismo es el mismo de una célula a otra; el
namero cromosomico Y la tipica organizacion de los genes se mantienen en todos
los miembros de la misma especie. De manera normal, los cromosomas
mantienen la forma y la estructura caracteristica de su especie, sin embargo
pueden presentarse cambios numéricos Yy/o estructurales conocidos como
aberraciones cromosOmicas. Estas irregularidades pueden tener consecuencias
para el individuo que las posee o para su descendencia (Sack, 2002); cuando el
individuo tiene una alteracion cromosOmica desbalanceada (con ganancia o
pérdida de material genético) su fenotipo es anormal y puede tener alteraciones en
su reproduccioén; si la aberracion es balanceada (el complemento cromosdémico

esta completo), en las células germinales puede haber cambios en la segregacién
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meidtica que den lugar a malformaciones, abortos o alteraciones cromosomicas
desbalanceadas. Las aberraciones cromosomicas estructurales ocurren cuando el
material genético se cambia de tal forma, que las alteraciones son visibles en los
cromosomas. Estos cambios pueden incluir rearreglos entre uno o mas

cromosomas que pueden modificar su estructura.

Por otra parte, algunos cambios en la organizacion cromosémica se
presentan de manera natural, como mecanismos de transformacion en la
expresion geénica, frecuentemente como parte del programa de desarrollo (Rusell,
1992).

La frecuencia de las alteraciones cromosOmicas constitucionales varia
dependiendo de la poblacion estudiada: en los abortos espontaneos se ha
encontrado una frecuencia de 50 al 60%, en mortinatos del 5%, en recién nacidos
vivos del 0.63% (de éstas, 2/3 son autésomicos y una porcion similar determina al
nacimiento repercusiones fenotipicas evidentes), en deficiencias mentales del
20%, en parejas con pérdidas gestacionales diversas del 8% y en varones
infértiles 6%. En contraste, en la poblacion general, la posibilidad de que una
alteracion cromosémica se transmita de una generacion a otra es baja, pues la

mayor parte ocurrre de novo en cada generacion (Guizar-Vazquez, 2001).

2.1 Aberraciones inestables

La presencia de aberraciones inestables afecta de manera grave a la
mayoria de las células que las adquieren alterando la divisiéon de los cromosomas
y en consecuencia la viabilidad celular. Dentro de éste grupo se encuentran:
rompimientos cromosémicos y cromatidicos, fragmentos, dicéntricos, anillos e
intercambios cromatidicos, figuras radiales (Carbonell et al., 1996; Navarrete et al.,
1975) (Figura 6)
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Figura 6. Aberraciones cromosémicas inestables A) Rupturas cromatidicas B)
Figuras trirradiales C) Figuras tetrarradiales D) Cromosoma dicéntrico E)

Pentarradio y figuras radiales con rupturas cromatidicas.

Estas aberraciones cromosémicas se pueden generar por accion de
agentes mutagénicos y/o clastogénicos que alteran al DNA. Los diversos tipos
celulares y estadios muestran diferentes respuestas a agentes clastogénicos aun
dentro del mismo organismo (Therman, 1986); estos agentes pueden romper a los
cromosomas en cualquier fase del ciclo celular —G1, S, G2 — durante la mitosis o

la meiosis, alterando una o dos cromatidas.

Un rompimiento es una interrupcion en la continuidad de la doble hélice del
DNA, puede presentarse de manera cromatidica o cromosomica. Si el
rompimiento se produce durante la fase G1 y no es reparado en la fase S, es
visible en ambas cromatidas (rompimiento cromosémico) en la siguiente metafase.
Cuando el rompimiento toma lugar durante la fase G2 involucra solo a una de las
dos cromatidas, y es llamado rompimiento cromatidico. Un rompimiento simple
origina un cromosoma delecionado, y un fragmento acéntrico (sin centrémero) que

puede perderse en la siguiente mitosis, o los fragmentos acéntricos pueden estar
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incluidos en un nucleo hijo y replicarse, observandose como fragmentos dobles en
la metafase siguiente. Dos rompimientos en el mismo cromosoma da como
resultado, la formacién, ya sea de un anillo céntrico y un fragmento acéntrico, o un

anillo acéntrico y una delecién intersticial.

Cuando ocurre un rompimiento en una cromatida de dos cromosomas se
puede formar intercambios cromatidicos entre los dos cromosomas, llamados
figuras radiales. Estas aberraciones inestables pueden tener uno 6 mas ejes, de
tal manera que existen figuras trirradiales, tetrarradiales 0 pentarradiales; las mas
comunes son la figuras tetrarradiales y en las trirradiales el punto de division
frecuentemente es un sitio fragil. Se han propuesto tres mecanismos para su
formacién: endorreduplicacion parcial (un segmento de un cromosoma replica dos
veces, mientras que el resto replica una vez), un fragmento cromatidico que
permanece asociado con una cromatida hermana en anafase, o un cromosoma
roto se inserta en un rompimiento cromatidico (Therman, 1986; Miller y Therman,
2001).

Los factores genéticos son una de las principales causas de rompimiento
cromosémico; esto se observa en sindromes de inestabilidad cromosdmica con
herencia autosémica recesiva que por lo general son raros, en los que las enzimas
de reparacion del ADN son defectuosas; mas comunes son las mutaciones
somaticas en varios genes que son una causa importante de progresion de
tumores. Las caracteristicas inherentes del genoma, tal como los elementos
transposables, secuencias repetidas, duplicacion de genes (incluyendo
pseudogenes) y sitios fragiles también predisponen a aberraciones estructurales.

Entre las alteraciones relativamente simples de los cromosomas
individuales estan las roturas cromatidicas o cromosémicas que implican la
pérdida de alguna parte del cromosoma, y son conocidas como delecién, que es
la ausencia fisica de alguna region, identificable por el cambio de la longitud del
cromosoma Yy la pérdida del patrén de bandas en la microscopia de luz, o las
secuencias de una regién de ADN, utilizando la técnica de hibridacion in situ
(FISH). Las deleciones pueden ocasionar problemas graves. La pérdida de tres
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bases contiguas puede dar lugar a la pérdida de un solo codén para un
aminoacido (como ocurre en las mutaciones mas comunes de la fibrosis quistica),
o afectar dos codones contiguos. No obstante, la pérdida de tres bases en una
hilera (o cualquier multiplo de tres), hace que el marco de lectura del gen se
mantenga intacto. La pérdida de diferentes nimeros de bases destruye el marco

de lectura de tripletes y causa una completa alteracién de la proteina producida.

La pérdida de un fragmento cromosomico implica a su vez la ausencia de
genes situados en esa region. Para los autosomas, esto significa que el individuo
es haploide para los genes de las regiones perdidas (en oposicion al namero
diploide complementario de informacién normal); en general la copia residual de la
informacion genética esta intacta en el otro cromosoma. Para los cromosomas
sexuales, en el caso del varon XY, la delecion del cromosoma X tiene
consecuencias muy graves debido a que no existe otro cromosoma X que tenga la
copia de la regién pérdida, por lo que generalmente los hombres con delecion X
presentan manifestaciones clinicas, mientras que en las mujeres pasan
inadvertidas aunque porten la misma delecion, dado que tienen otro cromosoma X
(Sack, 2002). Las pequefias deleciones tienen una amplia distribucién y las
grandes deleciones tienden a agruparse en areas particulares del genoma
originando sindromes clinicos caracteristicos. Algunos sitios del genoma son
susceptibles a los rompimientos produciendo deleciones y duplicaciones,
reflejando un origen particular. Asi por ejemplo, muchos pacientes con el sindrome
Smith-Magenis tienen el mismo marcador genético delecionado. Recientemente se
han identificado microdeleciones con la ayuda de la técnica de hibridacion in situ.
(Miller y Therman, 2001).

Los fragmentos son verdaderas fracturas con desplazamiento de las
porciones cromosomicas, o la presencia de pequefios fragmentos cromosomicos
llamados “minutas”. El rompimiento puede ser cromatidico o cromosémico. Son
mas faciles de distinguir que las aberraciones de un rompimiento, pero son mucho
mas raras. Pueden ser aceéntricos (sin centrédmero) o céntricos (con centromero).
Si el fragmento acéntrico se pierde en la divisibn mitotica la supervivencia del

embrion es extremadamente dificil. (Miller y Therman, 2001).
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Otra aberracion inestable es el cromosoma en anillo que no es muy comun.
En alguna ocasion el fenotipo del cromosoma en anillo puede ser anormal y
producir retraso mental severo. Pero existen excepciones; se han encontrado
personas heterocigotas para el cromosoma 21 en anillo o el 22 que presentan un
fenotipo enteramente normal. Existen dos tipos de cromosoma en anillo: a) El
modelo clasico de formacion es el rompimiento en ambos brazos del cromosoma,
con fusion de los puntos de fractura que permanecen “pegajosos” y la pérdida de
los fragmentos distales. Resultando, asi mismo, una monosomia parcial del brazo
corto distal y una del brazo largo distal. b) El otro tipo de anillo involucra la fusion
de teldmero a telomero y lo que generalmente conduce al fenotipo anormal es la
segregacion del anillo durante la division celular, que puede producir anillos
entrelazados, con formas alteradas, debido al intercambio de cromatidas
hermanas durante el ciclo celular después de la mitosis. Asi las células hijas
originadas de la mitosis son parcial o totalmente aneuploides para el cromosoma
en cuestion - "mosaicismo dinamico’-. Estas células pueden morir y algunas, sin
embargo, sobreviven en el estado de mosaico y presumiblemente realizan una
contribucién desfavorable al fenotipo. Los cromosomas en anillo son inestables
tanto en mitosis como en meiosis, y frecuentemente se pierden, ya que tienen
notorias dificultades durante la mitosis cuando las cromatidas hermanas intentan
separarse. Las técnicas de “pintado de cromosomas” y la de FISH ayudan a
reconocer las secuencias que constituyen estos anillos (Miller y Therman, 2001;
Gardner y Sutherland, 1989).

El cromosoma dicéntrico como su nombre lo indica, es aquel que tiene dos
centrbmeros y que presenta por lo mismo, un comportamiento especial en la
meiosis, ya que se originan puentes de tensién en la anafase cuando cada
centromero tiende a migrar hacia un polo diferente. Se forman asi roturas a
distintos niveles en la region intercentromérica del cromosoma anormal. El
dicéntrico puede resultar de una translocacion de cromosomas no homologos o de
una translocacion de las dos cromatides del mismo cromosoma (Guizar, 2001).
Dos factores permiten la continuidad de un cromosoma dicéntrico: si los dos
centrbmeros estan cercanos como en la translocacion robertsoniana (entre

cromosomas acrocéntricos), el cromosoma funciona como un monocéntrico. Sin
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embargo, el segundo y mas importante, es la habilidad del cromosoma dicéntrico
humano de inactivar un centrdmero. Los cromosomas dicéntricos se originan a
través de una translocacién reciproca en la fase de G1, o a través de la
segregacion de un cuadrirradial adyacente (Therman, 1986) (Figura 6D)

2.2 Aberraciones estables

A diferencia de las aberraciones inestables que tienen un efecto letal sobre
las células, las aberraciones estables no interfieren con la division mitética de los
cromosomas y permite a la célula sobrevivir. Dentro de éstas se encuentran:
inversiones peri 'y paracéntricas, inserciones, pequefias deleciones, Yy
translocaciones reciprocas o no, que pueden escapar a la deteccién cuando son

usadas técnicas citogenéticas sin tincion diferencial (Carbonell, 1996) (Figura 7).

Cramozoma 20

Tranzlocacion K

Cromozoma 4

a) b)
Figura 7. a) Translocacion; b) Inversion paracéntrica.

Una inversiéon es el cambio del orden lineal u organizacion de secuencia en
una determinada region del cromosoma. La informacion de una regién puede estar
invertida, de manera que el orden de los genes y regiones cromosOmicas desde el
punto de vista fisico esta invertido. Se conocen dos tipos: Si dos rompimientos
toman lugar en el mismo brazo y los segmentos rotos se rednen con el
cromosoma en una orientacion invertida se produce una inversion paraceéntrica,
sin cambio en la posicion del centrémero. Si el rompimiento ocurre en cada brazo
y el segmento entre los rompimientos es reunido en una orientacion invertida, se

produce una inversion pericéntrica. Aunque la informaciéon genética puede estar
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intacta, dicha alteracion — inversion — puede modificar las regiones de control y en
los puntos de ruptura y unién, interrumpir secuencias importantes (e incluso los
genes mismos). Por supuesto, la presencia de una inversion modifica el proceso

de apareamiento durante la meiosis (Sack, 2002).

Mientras que la delecién requiere de uno o dos rompimientos, y la inversion
de dos, las inserciones son necesariamente el resultado de tres rompimientos.
Consecuentemente son considerados mas raros que las aberraciones que
involucran uno o dos rompimientos. Esta aberracion implica el desplazamiento
total de informacién genética fuera de su region (intracromosémica), y aun su
movilizacion hacia otro cromosoma distinto (intercromosomal). Este tipo de
irregularidades puede afectar el control, y también hace posible que aparezca

interrupcidon de genes en los puntos de insercion (Therman, 1986; Sack, 2002).

Diversos tipos de aberraciones cromosomicas se deben a la reorganizacion
de grandes porciones de los cromosomas, en ocasiones brazos enteros de los
mismos. Dentro de estas aberraciones se encuentran la translocacion, que
consiste en el paso de material genético de un cromosoma a otro. Las
translocaciones robertsonianas tienen lugar entre cromosomas acrocéntricos. Por
lo regular, no hay consecuencias fenotipicas de la pérdida de informacion genética
debido a que los brazos cortos contienen repeticiones de los genes para el RNA
ribosomal. Este fendmeno crea productos de gran longitud y son facilmente
identificables. Hay otro grupo de translocaciones en el que todo o una parte de un
cromosoma se intercambia con otro, esto es, hay intercambio reciproco de
secuencias entre un cromosoma Yy otro, lo cual produce muchas veces dos
cromosomas anormales que son dificiles de distinguir con las técnicas
convencionales. Las técnicas de Hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) y el
pintado de cromosomas pueden ayudar a definir con mayor detalle el tipo de
translocacién. Es evidente que dichas alteraciones de la estructura fisica pueden
afectar el control y la integridad de grandes porciones de informacion genética
(Salamanca GF, 1990)
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Las anormalidades cromosOmicas causan complicaciones poco habituales
durante la meiosis. Por ejemplo, es posible que un individuo con una translocacion
robertsoniana equilibrada (quien posee copias diploides de toda la informacién
genética) tenga un aspecto clinico normal. Sin embargo, puede producir gametos
desbalanceados en los procesos de apareamiento y recombinacion en la meiosis;
esto podria generar en su descendencia alteraciones cromosdémicas que pueden
ser muy graves y en ocasiones fatales. Por consiguiente, la presencia de
aberraciones estructurales (aun cuando no se detecten), dada su importancia para
el desarrollo de los individuos afectados, induce casi siempre manifestaciones
clinicas de infertilidad y/o abortos espontaneos recurrentes. En ocasiones, las
translocaciones cromosdmicas y otras irregularidades se detectan sélo después
de encontrar problemas obstétricos, lo cual concede relevancia al cariotipo como
parte de los estudios solicitados en caso de esterilidad. Aproximadamente 4% de
los abortos espontaneos durante el primer trimestre de la gestacion se relaciona

con el diagnéstico de alteraciones cromosomicas desequilibradas (Sack, 2002).

2.3 Aberraciones cromosémicas como indicadoras de dafno

El papel de la citogenética en la investigacion de exposicidbn a mutadgenos
es de suma importancia, ya que diversas substancias téxicas y la radiaciéon
pueden dafar el material genético originando: mutaciones génicas y aberraciones
cromosomicas, cada una de ellas con su potencial especifico para causar dafio.

Las aberraciones pueden ocurrir de manera espontanea o inducida por
factores externos quimicos, fisicos o bioldgicos. La naturaleza del dafio al ADN o
de la lesion va a depender del mecanismo de accion del agente involucrado: la
radiacion ionizante y la bleomicina causan rompimiento al ADN de cadena doble y
sencilla, la radiacion ultravioleta de onda corta induce la formacion de dimeros de
pirimidina y los agentes alquilantes inducen alquilacion de las bases como la
adicién de grupos metilos. Los agentes alquilantes bifuncionales tales como la
mitomicina C 6 el metoxipsoralen activado con la luz ultravioleta de onda larga
también, originan entrecruzamientos intra e inter hebras (crosslinks) y la acriflacina
o proflavina se intercalan en los pares de bases de la doble hélice. Algunas

infecciones por virus inducen dafio cromosémico, el cual puede variar desde
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afectar a un solo cromosoma con rompimientos cromatidicos, hasta rearreglos
multiples o pulverizacion total del complemento cromosémico (Natarajan et al.,
1990).

La mayoria de las sustancias quimicas mutagénicas o carcinogénicas
interactian con el ADN celular y son inductores de dafio cromosOmico en las

células de muchas especies.

Existen otros factores mutagénicos internos o enddgenos, que son
intrinsecos a la vida celular misma, y que pueden originar dafio al ADN y a la
célula tales como: errores en la replicacion y reparacion del ADN, radicales libres y
oxidantes originados del metabolismo, transposones y los procesos de metilacién
que pueden fallar (Guizar-Vazquez, 2001).

El uso de ensayos citogenéticos permite la observacion directa del dafio
cromosémico ocasionado por genotoxicos, para esto es util realizar ensayos in
vivo, que consisten en la examinacion de células de animales completos (rata,
ratbn, y hamster) que han sido expuestos a genotoxicos (Rooney and
Czepulkowski, 1994). El uso de cultivos in vitro es mas comun para tal efecto, ya
gue se tiene un sistema mas controlado que in vivo (Anderson, 1993) También se
usan insectos y plantas, tanto como bacterias, hongos y virus para pruebas de
genotoxicidad.

El andlisis de las aberraciones cromosdmicas es ampliamente utilizado para
evaluar: dosis de radiacion, monitoreo poblacional por exposicién a genotdxicos,
pruebas quimicas in vitro y en la investigacion de sindromes de inestabilidad

cromosomica.

El incremento en los efectos genotdxicos de una gran variedad de agentes
xenobioticos, ha dado como resultado la necesidad de desarrollar y aplicar
meétodos para estudiar los cambios genéticos en células somaticas y germinales
en una poblacion especifica. El tipo y grado de dafio genético observado es
determinado por la naturaleza del agente. EI monitoreo de la poblacion se apoya
en el uso de los biomarcadores, que indican el efecto, la exposicion, o la
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susceptibilidad de un determinado genotdxico. A nivel citogenético se cuenta con
biomarcadores, tales como: las aberraciones cromosémicas, el intercambio de

crométidas hermanas y los micronucleos (Rooney y Czepulkowski, 1994).

Los diferentes tipos y estadios celulares muestran diversas respuestas a
agentes citotoxicos y genotoxicos. Se sabe que los mutagenos inducen tanto
rompimientos cromosGmicos como mutaciones génicas, cambios que en algunos
casos pueden originar cancer. Sin embargo existen algunos sindromes genéticos
con predisposicion a los rompimientos cromosOmicos y con susceptibilidad al
cancer, como son la Ataxia telangiectasia, la anemia de Fanconi, el Xeroderma
pigmentoso, el sindrome de Bloom, y la Incontinencia pigmentaria (Salamanca,
1990). Por ejemplo, pacientes con Ataxia telangiectasia son especialmente
sensibles a los efectos de la radiacion ionizante y drogas radiomiméticas. Esto es
importante porque las dosis anticancerosas usuales de estos agentes son letales
para ellos. La radiacion ionizante y los tratamientos anticancerosos pueden
también causar malignidades secundarias en algunos pacientes (Miller y Therman,
2001).

Se ha observado que los rompimientos espontaneos y rearreglos de origen
indeterminado ocurren frecuentemente en muchos cultivos celulares y personas,
especialmente de edad avanzada. La incidencia de cambios estructurales
inducibles también se incrementa con la edad. Los efectos aditivos de agentes
gue rompen el ADN, como los rayos cosmicos, la radiacion médica u ocupacional
(radiacién ionizante, ultravioleta) drogas, infecciones virales o fiebres elevadas,
probablemente son el motivo de algunos de los incrementos en el rompimiento
cromosomico de personas con edad avanzada (Miller y Therman, 2001). En un
estudio realizado en células en personas menores de 40 afios, Kuhn y Therman
(1979) encontraron un promedio de 0.8% de células con aberraciones
cromosomicas estructurales (excluyendo gaps), mientras que en los individuos con
una edad promedio de 55.8 afos, observaron el 2.4% de las células con

aberraciones cromosoémicas.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el Laboratorio de Citogenética del Instituto Nacional de Cancerologia
(INCan), en un periodo de un afio se analizaron cariotipos de 10 individuos
clinicamente sanos, que fueron tratados con G-CSF para movilizar CPH de la
médula 6sea a la sangre periférica, con el objeto de realizar transplante alogénico.
En 4 de ellos (40%) se observé un incremento en el numero de aberraciones
inestables (8 a 10%) (rupturas cromatidicas y cromosomicas), mayor a lo
reportado en la bibliografia (5%) (Sandberg, 1993) lo cual sugiri6 que el G-CSF
podia tener actividad clastogénica. Asi mismo se observé un nimero importante
de gaps. Este hallazgo es importante porque las células que se transplantan
deben ser normales y libres de alteraciones cromosémicas. Hasta la fecha en la
literatura no existen estudios a nivel cromosémico sobre el posible efecto
clastogénico de éste factor. Por éste hecho es importante conocer su efecto a
nivel citogenético, ya que solo se han reportado estudios a nivel clinico sobre su
efecto y seria peligroso para los donadores de CPH, asi como para los
individuos receptores que pueden en un momento dado estar recibiendo células

con alteraciones cromosémicas.
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4. OBJETIVOS

1. Determinar la actividad clastogénica del facor G-CSF en linfocitos T de sangre
periférica en cultivo y en CPH colectadas de los donadores.

2. Comparar la frecuencia de alteraciones cromosomicas entre linfocitos Ty CPH
de los donadores, con el grupo control y con lo reportado en la literatura en

individuos normales.
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5. HIPOTESIS

1. Si el factor G-CSF tiene actividad clastogénica, entonces al cultivar los
linfocitos T de donadores estimulados in vivo con dicho factor, éstos presentaran
un mayor porcentaje de alteraciones cromosomicas que los linfocitos T de los
individuos sanos.

2. Las CPH colectadas del donador después del estimulo tendran un
porcentaje de aberraciones cromosomicas mayor que el observado en los cultivos

de linfocitos T de los individuos sanos.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Poblacion de estudio

Se incluyeron a nueve individuos donadores de CPH y cinco individuos
sanos como poblacion control. Los donadores de CPH fueron seleccionados con
base en la Norma Oficial Mexicana para la Disposiciébn de Sangre Humana para
fines terapéuticos (NOM-003-SSA2-1993), por el personal del Banco de Sangre
del INCan; cuatro donadores fueron del sexo femenino y cinco del masculino, las
edades variaron de 15 a 50 afios. Todos los donadores firmaron una carta de
consentimiento informado para participar en el estudio (Anexo 1)

La poblacion control estuvo formada por cinco individuos sanos que
aceptaron participar de manera voluntaria al estudio, tres de sexo femenino y dos

del masculino, con edades de 20 a 25 afios.

A los donadores se les realizaron los siguientes estudios de laboratorio :
Grupo sanguineo, Biometria hematica, Quimica sanguinea, Tiempos de
coagulacion, determinacion de Antigenos de Histocompatibilidad, Anticuerpos
contra el virus de Inmuno Deficiencia Humana (VIH), Cultivo mixto de linfocitos,
Antigeno de superficie de la Hepatitis B y Anticuerpos contra Hepatitis C; a los
individuos controles solo Biometria hematica y Quimica sanguinea. Todos
respondieron a un cuestionario (anexo 2) que permitié saber si habian estado en
contacto con agentes genotdxicos, asi como conocer la historia médica familiar y

ocupacional, habitos, etc.
Con el objetivo de descartar la presencia de aberraciones cromosomicas

estructurales constitucionales, se realizo estudio citogenético con bandas GTG en

linfocitos de sangre periférica tanto de los donadores como de los controles.

6.2 Obtencion de las muestras celulares (sp y cph)
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Antes de la estimulaciéon con el G-CSF

» Obtencidén de la carta de consentimiento informado y llenado de
cuestionario

» Cultivo celular para cariotipo y aberraciones cromosomicas en SP

» Pruebas de laboratorio

Después de la estimulacion con G-CSF (600 mg/24 hrs/5 dias)

» Realizacion de cultivo celular para cariotipo y aberraciones cromosomicas
en SP y CPH en el 4° dia de estimulacion (12 coleta de CPH)
» 22 colecta de CPH al 5° dia de estimulacién

A los donadores se les tomaron tres muestras celulares: sangre periférica
completa antes y después de realizar el estimulo con el factor G-CSF, y la colecta

de las CPH por medio de la técnica de aféresis.

El estimulo con el factor G-CSF se hizo mediante la aplicacion
intramuscular del mismo a una dosis de 600 mg/24 hrs durante 5 dias. Al cuarto
dia del tratamiento, se obtuvo una muestra de sangre periférica para la realizacién
del cariotipo y se procedio a efectuar la primera colecta de CPH por medio de
aféresis. Se realizaron dos colectas de CPH: al cuarto y quinto dia después del

estimulo.

Para la obtencion de las CPH se utilizé el aparato Fenwal CS-3000 Baxter
programado para la separacion de células mononucleares. Las venas centrales de
los brazos del donador se conectaron al equipo por medio de dos catéteres: uno
que sirvio como salida de la sangre para separar las CPH y el otro para el retorno
de la sangre al donador. En total, por donador se movilizaron 7 litros de sangre
periférica que se centrifugaron en el equipo para separar las células
mononucleares; se obtuvieron aproximadamente 600 ml de la suspension celular y
se tomaron 2 ml en condiciones estériles para realizar todos los siguientes
estudios de laboratorio: biometria hematica completa, determinacion de
anticuerpos monoclonales CD34+, densidad y viabilidad celular.
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Las muestras celulares de las dos colectas de CPH de todos los donadores
se congelaron a una temperatura de —196 °C con dimetilsulféxido para mantener
la viabilidad de las células (Burt, 1996); se conservaron de ésta forma hasta que

las CPH fueron infundidas al receptor.

6.3 Cultivos celulares

a) Siembra

Con las muestras sanguineas heparinizadas, tomadas antes y después del
estimulo con el factor G-CSF vy con las de los individuos control se hicieron
cultivos de linfocitos por duplicado, de la siguiente manera: se sembraron 0.5 ml
de sangre en 5 ml de medio RPMI (Gibco, USA) suplementado con suero fetal de
bovino al 10% (Gibco, USA) y 0.3 ml de fitohemaglutinina (Gibco, USA). Se

incubaron a 37 °C durante 48 hrs.

Con las CPH no se realiz6 cultivo celular, se hizo una cosecha directa

para obtener células en metafase y analizar el posible dafio al ADN.

b) Cosecha

Para detener las células en metafase, a todos los cultivos se les
adicionaron 500 ul. de colchicina a una concentraciéon de 0.001 g/ml y se
incubaron durante 3 hrs a 37°C. Posteriormente se centrifugaron durante 8 min a
1500 rpm, se retird el sobrenadante, se agreg6 solucién hipoténica (KCl, 0.075M)
a 37 °C y los tubos se reincubaron durante 15 min; nuevamente se centrifugé 8
min a 1500 rpm, se desechd el sobrenadante y se fijaron las células con solucién
de Carnoy (metanol-acido acético 3:1) frio, dando varios cambios con la misma

solucion hasta obtener un paquete celular blanco y el sobrenadante transparente.
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c) Elaboracién de laminillas

Las laminillas se elaboraron por goteo y choque térmico. Unas laminillas se
trataron con tripsina y se tifleron con Giemsa al 5% (pH 6.8) para analizar el
cariotipo con bandas GTG y otras so6lo se tifieron con Giemsa para realizar el
analisis de aberraciones cromosomicas. Las preparaciones fueron codificadas por

una persona ajena al estudio para realizar un analisis ciego.

d) Analisis citogenético

Para el andlisis de los cariotipos con bandas GTG se analizaron 20
metafases. Para determinar el porcentaje de aberraciones cromosémicas por
célula, por cada cultivo celular se revisaron 100 metafases cuantificando las
rupturas cromatidicas y cromosomicas, fragmentos céntricos y acéntricos, anillos,
dicéntricos, figuras radiales y gaps.

El analisis de las aberraciones cromosomicas en las CPH se realiz6 en un
namero pequefio de células, debido a que el nimero de metafases obtenido para
cada uno de los donadores fue muy bajo y variable. Por esta razon se investigoé el
efecto del G-CSF sobre el potencial mitético de las CPH colectadas, para lo cual

se analizaron 2000 células para calcular el indice mitético.

e) Analisis estadistico
Los promedios de cada grupo de aberraciones cromosOmicas se analizaron

por medio de la prueba de U-Mann Whitney.
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7. RESULTADOS

El andlisis de los estudios de laboratorio y de los cuestionarios aplicados a
la poblacion de estudio de este trabajo, revel6 que tanto los donadores de CPH
como los individuos control no presentaron patologias, alcoholismo, tabaquismo,
drogadiccion, ni antecedentes de contacto con compuestos o agentes que dafien
el ADN; a la exploracion fisica, todos los individuos que participaron en el estudio
se consideraron personas sanas. Los valores obtenidos de los estudios de
laboratorio en la poblacion estudiada en este trabajo se encontraron dentro de los
niveles normales. Los cariotipos con bandas GTG de los linfocitos de los

donadores y de los controles fueron normales.

Los linfocitos de los individuos de la poblacién control, mostraron un
porcentaje de aberraciones cromosomicas que va del 2 al 5% (tabla I) y
porcentajes de gaps del 4 al 15% (tabla Il). Antes del estimulo con el factor G-
CSF, los donadores presentaron porcentajes de aberraciones cromosomicas del
0 al 5% y después del estimulo de 0 a 4% (tabla Il y 1V), estos porcentajes no
fueron significativamente diferentes a los observados en la poblacion control;
ademas, no se encontré diferencia significativa en los porcentajes de aberraciones
antes y después del estimulo con el factor G-CSF. En cuanto a la presencia de
gaps, tampoco se encontré diferencia en los donadores antes y después del
estimulo con el G-CSF, los porcentajes promedio fueron 5.5 y 4.3 respectivamente
(tabla Vy VI).

En general, las aberraciones cromosomicas que se encontraron fueron
rupturas cromatidicas y cromosomicas; también se observaron gaps, aunque no
se consideran como aberraciones cromosémicas (Figura 8). Al analizar el tipo de
aberraciones cromosémicas en los linfocitos de los individuos control sin estimulo
de G-CSF versus los de los donadores antes y después del estimulo, se encontrd
gue los controles presentaron un mayor porcentaje de rupturas cromatidicas (tabla
[, lIl'y IV), sin embargo las diferencias no fueron estadisticamente significativas; de
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una manera similar, los donadores antes del estimulo con el factor, mostraron un
incremento no significativo del porcentaje de rupturas cromosomicas en

comparacion lo observado después del estimulo (tabla Il y 1V).

En las colectas de CPH de los donadores se encontr6 que sélo en cinco de
nueve individuos se obtuvo un numero reducido de metafases, de mala calidad y
muy cerradas, por lo que no fue posible evaluar las aberraciones cromosémicas
(Tabla VII); cabe sefalar que los tiempos de tratamiento con solucidn hipoténica
durante la cosecha celular fue cinco veces mayor que el tiempo utilizado de
manera rutinaria en los laboratorios y las metafases cuantificadas se encontraron
en todo el contenido del paquete celular. Debido a esto, se analizé el indice
mitotico (IM) en las CPH colectadas de los donadores y en los cultivos de linfocitos
de la poblacién control y de los donadores, para conocer si el factor estaba
actuando como un agente citostatico. EI IM en las CPH fue cero en cuatro
donadores y muy cercano a cero en los cinco restantes ya que el nUmero maximo
de metafases observado fue de 29 en todo el paquete celular. En los cultivos de
linfocitos de los individuos control, el IM fue mayor que el encontrado en los
linfocitos de los donadores antes y después del estimulo (tabla VIII y IX); a pesar
de no existir diferencias significativas, en la tabla IX se puede observar que en 7/9

donadores hubo una ligera disminucion del IM.
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Figura 8.Tipo de aberraciones cromosdmicas en células de los donadores. Las
flechas indican un rompimiento cromatidico (a) y gaps cromatidicos (b y c).
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TABLA |. PORCENTAJE DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN
INDIVIDUOS CONTROLES

Individuo Sexo Edad % Rupturas % Rupturas % Total de
(afios) cromatidicas cromosdémicas Aberraciones

1 M 21 2 1 3

2 H 25 3 1 4

3 H 22 4 1 5

4 M 22 2 0 2

5 M 20 2 0 2
Promedio + DE 22+1.9  2.6+0.89 0.6+0.54 3.2+1.3

M=Mujer, H=Hombre, DE=Desviacion estandar

TABLA Il. PORCENTAJE DE GAPS EN INDIVIDUOS CONTROLES

Individuo Sexo Edad % GAP %GAP % Total de
(anos) cromatidico cromosomico GAPS
1 M 21 5 0 5
2 H 25 8 1 9
3 H 22 7 0 7
4 M 22 14 1 15
5 M 20 4 0 4
Promedio + DE 22+1.9 7.6+£3.9 0.4+0.5 8.0+4.4

M=Mujer, H=Hombre, DE=Desviacion estandar

36



37

TABLA Il PORCENTAJE DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN
DONADORES ANTES DEL ESTIMULO CON EL FACTOR G-CSF

Donador Sexo Edad % Rupturas %Rupturas %Total de
(anos) cromatidicas cromosomicas Aberraciones
1 H 19 0 1 1
2 H 39 0 0 0
3 H 29 0 1 1
4 M 36 0 4 4
5 H 15 2 1 3
6 M 19 2 0 2
7 H 50 0 1 1
8 M 50 2 3 5
9 M 29 0 1 1
Promedio+DS 31.7+13 0.6+1 1.33t1.3 2+1.7

M=Mujer, H=Hombre, DE=Desviacion estandar

TABLA IV. PORCENTAJE DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN
DONADORES DESPUES DEL ESTIMULO CON EL FACTOR G-CSF

Donador Sexo Edad  %Rupturas %Rupturas %Total de
(afnos) cromatidicas cromosomicas aberraciones

1 H 19 0 0 0

2 H 39 0 0 0

3 H 29 1 0 1

4 M 36 0 0 0

5 H 15 4 0 4

6 M 19 3 0 3

7 H 50 1 0 1

8 M 50 1 0 1

9 M 29 1 1 2
Promedio + DS 317413 1.22+1.4 0.11+0.3 1.33+1.4

M=Mujer, H=Hombre, DS=Desviacion estandar
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TABLA V. PORCENTAJE DE GAPS EN DONADORES ANTES DEL ESTIMULO
CON EL FACTOR G-CSF

Donador Sexo Edad %GAP %GAP %Total de
(afios) cromatidico cromosoémico GAP
1 H 19 6 2 8
2 H 39 5 0 5
3 H 29 5 0 5
4 M 36 1 0 1
5 H 15 8 1 9
6 M 19 5 1 6
7 H 50 4 0 4
8 M 50 6 0 6
9 M 29 6 0 6
Promedio + DS 31.7+13 5.11+£1.9 0.44+0.7 5.55+2.3

M=Mujer, H=Hombre, DS=Desviacion estandar

TABLA VI. GAPS EN DONADORES DESPUES DEL ESTIMULO CON EL
FACTOR G-CSF

Donador Sexo Edad %GAP %GAP %Total
(ahos) Cromatidico cromosémico de GAP

1 H 19 6 0 6

2 H 39 3 1 4

3 H 29 4 0 4

4 M 36 1 0 1

5 H 15 8 0 8

6 M 19 7 0 7

7 H 50 7 0 7

8 M 50 1 0 1

9 M 29 1 0 1
Promedio + DS 31.7+13 4.22+2.9 0.11+0.3 4.33+2.8

M=Mujer, H=Hombre, DS=Desviacion estandar
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TABLA VII. NUMERO TOTAL DE METAFASES OBSERVADAS EN LAS DOS

COLECTAS DE CPH DE LOS DONADORES

Donador Sexo Edad Numero de metafases
(anos) la. Colecta 22, Colecta

5 H 15 8 3

6 M 29 6 13

7 H 50 * 3

8 M 50 11 22

9 M 29 29 12
Promedio + DS 34.6+15.2 10.8+10.9 10.6+£7.9

M=Mujer, H=Hombre, DS=Desviacion estandar

* NOo se obtuvo muestra de ésta colecta

TABLA VIII. INDICE MITOTICO DE LOS CULTIVOS DE
INDIVIDUOS CONTROLES ESTIMULADOS CON PHA

No. De individuo IM (%)

1 7.7
2 3.0
3 9.4
4 4.0
5 6.2
Promedio+DS 613

DS=Desviacion estandar

LINFOCITOS DE LOS
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TABLA IX. INDICE MITOTICO EN LOS CULTIVOS DE LINFOCITOS DE LOS
DONADORES ESTIMULADOS CON PHA, ANTES Y DESPUES DEL ESTIMULO
CON EL G-CSF

Donador IM (%) IM (%)
Antes del Después
estimulo del estimulo

1 3.5 1.2
2 2.1 1.0
3 1.8 7.5
4 2.4 2.8
5 3.6 1.1
6 4.2 1.4
7 45 2.6
8 3.0 1.6
9 3.2 1.9
Promedio£DS 3.1+0.9 2.3+ 2

DS=Desviacion estandar
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8. DISCUSION

El transplante de CPH periféricas obtenidas de donadores estimulados con
factores de crecimiento hematopoyeticos, tales como G-CSF, ha llegado a ser una
alternativa para el transplante de médula 0sea; algunos de los beneficios del uso
de G-CSF son: un incremento en el nimero de células multipotenciales circulantes
y de células progenitoras de mudltiples linajes, ademas de movilizar células
progenitoras de la MO hacia la sangre periférica. En el presente trabajo, se estudio
el posible efecto clastogénico del factor G-CSF en los linfocitos de sangre
periférica de donadores de CPH para el transplante heterélogo. Los linfocitos de
sangre periférica es un sistema de prueba sumamente validado y muy util en la
determinacion de agentes que dafian al ADN celular.

En general, los linfocitos mostraron variabilidad en el porcentaje de
aberraciones cromosdmicas, tanto en los sujetos control como en los donadores,
sin diferencia significativa. En otros estudios, se ha reportado la existencia de una
correlacion de aberraciones cromosomicas y edad, en la poblacién estudiada de
donadores aun en los individuos con 50 aflos no se encontré6 un incremento
significativo en el nimero de aberraciones cromosomicas (Carbonell, 1996), todos
se encontraron dentro de los valores normales. Es importante considerar que la
poblacién estudiada en este trabajo fue pequefia ya que el numero de donadores
de CPH en el INCan es relativamente bajo, debido al alto costo que implica el
transplante.

Los resultados del presente trabajo muestran, que el porcentaje de
aberraciones cromosomicas en los linfocitos de los donadores antes del estimulo
con el G-CSF fueron ligeramente mayores que después del estimulo con el factor,
sin embargo no hay diferencias significativas respecto a lo observado en las
aberraciones de los individuos control.

El analisis de estos porcentajes reveld que se encuentran dentro de los valores
normales reportados en la literatura (Sandverg, 1993 y Kasura et al, 1995) y
muestran que el factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF) no tiene
actividad clastogénica, ya que no se observé incremento en el porcentaje de

aberraciones después del estimulo con el factor. Hasta la fecha, no existen
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reportes sobre el efecto clastogénico in vitro del factor G-CSF en los cultivos de
linfocitos de SP.

En un estudio realizado por Kaplinsky y col. (2003) en la sangre periférica de
donadores estimulados con el rhG-CSF observaron grandes neutréfilos
multilobulados hipersegmentados que correspondian a células tetraploides,
cuando analizaron las células de la colecta por aféresis encontraron un menor
porcentaje de estas células poliploides; éstos autores sugieren que esta
tetraploidia inducida por el factor esta limitada a células maduras. En este trabajo,
no se encontraron células poliploides, s6lo en la colecta de CPH de tres
donadores se observaron 1 o dos células hiperdiploides y en la SP de un
donador se encontr6 una célula hiperdiploide. Por otra parte Tehranchi y col.
(2005) encontraron que el tratamiento con factores de crecimiento como la
eritropoyetina y G-CSF en pacientes con sindrome mielodisplasico reduce el
porcentaje de células con cariotipo anormal e incrementa significativamente la
proliferacion de células con cariotipo normal; las células de los pacientes con
sindrome mielodisplasico presentaban delecién 5q, monosomia del cromosoma 7

y trisomia del cromosoma 8.

A nivel clinico se han reportado algunos efectos en los donadores tratados
con el factor G-CSF, tales como dolor de huesos, mareos, fiebre ligera y
esplenomegalia. El procedimiento de aféresis, en algunos casos, puede producir
anemia ligera y trombocitopenia. Sin embargo, la mayoria de los donadores de

CPH no presentan estos efectos secundarios.

De manera muy interesante, se observd que el factor G-CSF modifico la
division celular de los cultivos de linfocitos de los donadores, ya que el indice
mitGtico disminuyo significativamente (p<0.05). Al respecto, se sabe que el suero
de individuos estimulados con el factor G-CSF, a diferentes concentraciones,
suprime la proliferaciéon linfocitica en cultivos estimulados con fitohemaglutinina,
efecto conocido como “activacion linfocitica parcial”, probablemente por la accion
de mediadores inmunorregulatorios solubles secretados por los monocitos y los
neutréfilos, como el receptor antagonista de la Interleucina 1 (IL-1ra) y lactoferrina.

Esta respuesta funcional linfocitica es transitoria y reversible, la actividad
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mitogénica de los linfocitos se restaura completamente 3 semanas después de la
administracion del G-CSF. Asi mismo en estudios in vitro la proliferacion se

restaura por la adicion de Interleucina 2 (Rutella, et al, 1998).

El efecto del factor sobre los cromosomas de las CPH no se logré valorar
debido a la baja frecuencia y a la mala calidad de las metafases obtenidas; sin
embargo, es muy probable que las CPH no presentaran una gran cantidad de
dafio, porque se hubiera encontrado un elevado porcentaje de dafio cromosémico
en las células maduras de la sangre periférica de los donadores y el porcentaje
siempre fue similar al observado en la poblacion control. Adicionalmente, no
existen hallazgos reportados en la literatura mundial que indiquen que el G-CSF
altera el genoma de las CPH. En estudios de perfiles de expresion génica en
donadores movilizados con el factor G-CSF, al primer dia se observaron
diferencias de expresion en cientos de genes, pero esta respuesta fue temporal,
ya que la expresidn génica se restaurd0 dos meses después del tratamiento
(Hernandez et al, 2005)

Por otra parte, también se ha reportado que la aféresis por si misma abate
la mitogénesis linfocitica (Talmadge et al, 1996, Rutella, et al., 1997 y Rutella, et
a., 1998) y al parecer seria una condicion celular benéfica para el receptor de un
transplante, ya que disminuiria los sintomas de la enfermedad injerto versus
huésped. Estos hallazgos podrian también explicar el bajo indice mitético
observado en los cultivos de donadores estimulados con el factor y la escasez de

metafases en las colectas de CPH.

Asi mismo llamo la atencion el elevado porcentaje observado de gaps en
los individuos control, aunque no estan considerados como AC, en comparacion
con los donadores antes y después del estimulo con el G-CSF, sin embargo estos

resultados no son significativos

Finalmente, en este trabajo se mostr6 que el G-CSF no tiene efecto
clastogénico sobre los linfocitos, ya que los porcentajes de aberraciones

cromosomicas observadas fueron muy similares en los donadores antes y
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después del estimulo con el factor. Pero por otra parte se observé un efecto poco
comun (mencionado anteriormente), en el cual el factor G-CSF ejerce una accién
inmunoregulatoria sobre la mitogénesis, lo que origina una disminucion en el

indice mitético tanto de los linfocitos como de las CPH.
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9. CONCLUSIONES

1.

El G-CSF no tiene efecto clastogénico sobre los linfocitos de los
donadores, y puede utilizarse con seguridad en la movilizacién de células
progenitoras hematopoyeticas sin ningun riesgo para los donadores.

El porcentaje de aberraciones cromosomicas de los linfocitos T de los
donadores fue similar al observado en el grupo control.

El G-CSF por si solo o en combinacion con PHA disminuy6 el indice
mitdtico de los linfocitos T en los donadores, por lo tanto esto es de
beneficio para el receptor, porque disminuye el riesgo de presentar la

enfermedad injerto contra hospedero.
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10. Perspectivas

El uso del transplante de células progenitoras hematopoyeticas ha venido a
sustituir al transplante de médula ésea de manera importante, sobre todo por el
procedimiento que éste implica en la obtencion de CPH. No hay riesgo para los
donadores y se obtiene un mayor numero de células a transplantar.

El desarrollo de cultivos celulares que permiten una expansion de las células
hematopoyeticas, permitira en un futuro cercano el desarrollo de procedimientos
en los cuales estas células sean administradas a los pacientes oncoldgicos. Asi
mismo el avance en estudios a nivel molecular permitira el desarrollo de terapias
génicas para una amplia variedad de enfermedades.

La obtencion de CPH de otros tejidos, tales como el cordon umbilical viene a ser
otra fuente importante de éstas células para transplante, y la identificacion en
cultivos de células dendriticas y endoteliales tiene importantes implicaciones en el
desarrollo de la inmunoterapia.

Alun hay muchas interrogantes respecto a la biologia y transplante de las CPH
esperando ser contestadas, y viendo el avance en la investigacion de este campo

Se esperan respuestas a corto plazo.
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11. Anexos
Anexo 1

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

“Determinacion de la induccion de aberraciones cromosomicas por el Factor
Estimulante de Colonias de Granulocitos (G-CSF) sobre linfocitos T y Células
Progenitoras Hematopoyeticas (CPH) de donadores”

1.- El que suscribe voluntariamente acepta donar muestra de células progenitoras
hematopoyeticas y 5 ml. de sangre para ser utilizadas para propésitos de
investigacion.

2.- Se me ha informado que el procedimiento de obtencion de células progenitoras
hematopoyeticas y el estudio citogenético no tendra costo adicional para mi, o
para mi familiar (paciente).

3.- Se me ha informado que las muestras donadas se usaran para realizar
investigacion, especificamente se determinard el nuimero y el tipo de
anormalidades cromosémicas en las células progenitoras hematopoyeticas y en
los linfocitos T. La investigadora responsable del proyecto es la Biol. Ma. Sotera
Chavez Jacal, quien se hard cargo de mantener la confidencialidad de las
muestras y de la informacion del cuestionario; la Biol. Chavez también se
responsabilizard de que estas muestras se utilicen exclusivamente para el
desarrollo de este proyecto.

4.- Entiendo que este estudio puede no tener beneficios directos para mi, pero si
para mi familiar (paciente), y puede contribuir al conocimiento de los efectos que
tiene la exposicion de los medicamentos usados para el tratamiento del cancer.

5.- Se me ha informado que se me entregara una copia de esta carta de
consentimiento, y que si tengo alguna duda sera aclarada por la responsable del
proyecto.

Firma del donador..............uueiiiiiiiiiie e
Testigo (nombre y firma)............ooovviiiiiieeeee.
Responsable de la investigacion: Biol. Ma. Sotera Chavez Jacal.......................



Anexo 2

”
Instituto Nacional de Cancerologl’a N° Reg.__
Fecha
Depto. de Banco de Sangre ..
7
————
A) IDENTIFICACION:
Nombre: sexo: .M O F O Edad Edo. Civil
Domicilio: Teléfono
CALLE NUMERO COLONIA
cP

CUESTIONARIO

Hoja 1

MUNICIPIO / DELEGACION

Escolaridad: Prof. O

Ocupacion

Medio Sup. O

Tipo donacion Fam.:

|
si O

Donaciones Previas No

Sitio:

Altruista O

F.U.D.

O

Sec.

pirigida O

O Prim: O

Ingreso Mensual Prom:

Autolégo O

ESTADO

Lee/escribe O
12sm O
Aféresis O

Tipo Otra

N° de Donaciones en el afio

Nombre del Paciente:

Reacciones Postdonacion

Analfabeta O

>2a3sm () sasm O

Parentesco

Institucion de Procedencia:

B)

c \.

) ANTECEDENTES

\

Firma:

ACEPTO DONAR VOLUNTARIAMENTE

INDICADORES GEOGRAFICOS

Originario de:

Residencia Actual

Residencia los Ultimos 5 Afios

En los Uitimos 5 Afios Residente o Procedente de Zona Endémicas de:

Paludismo O

Paludismo

O

Chagas O

Viaje Reciente a Zonas Endémicas de:

Chagas

Bruce

Bruce

O

O

losis DONDE

losis

O Dengue

O

Cuando:

1.- Contacto con Enfermos de:

Hepatitis O

2.- Alguna vez le han Realizado Deteccion de VIH o AgaHb?

A Usted:
3.- Antecentes Personales:
Alcoholismo (O Cantidad
Tx. Dental Reciente O
Tipo

Tipo

Tipo

Alergias O

4.- Antecedentes Patolégicos:

Cardiopatias

Enf. Renales
Coagulopatias

Cancer

Neoplasia Hematologica
Anemia

Infecciones Bacterianas
Chagas

Lepra

Paludismo

Otras

st O no O cuando

Bebida Habitual

Cirugia Mayor Reciente O

Inmunizaciones

QOox.

Quién:
A su Pareja: Sl O NO O Cuando
Toxicomanias O Tipo
Etretinato O___Cirugia Menor Reciente O
Tipo
O Tipo

Oox.

Oox.

Oox.
Oox.

Oox.

Oox.

O
O

O Tiempo
Oox.

Brucelosis

Diabetes Mellitus

Hipertensién Arterial

Tuberculosis

Epilepsia / Sx Convulsivo

Lipotimias frecuentes

Hepatitis

Ictericia / Acolia / Coluria
Transtornos mentales / Sx demencial
Toxoplasmosis

Transplante

OO00O00O0OOOOO
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