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1. INTRODUCCION
a. Aspectos clinicos de los pacientes con anemia de Fanconi.

i. Antecedentes histéricos y epidemiologia.

El médico Guido Fanconi fue el primero en describir, en 1927, a tres pacientes con
anemia, microcefalia, hiperpigmentacion cutanea e hipoplasia testicular. Tiempo
después se determind que esta patologia se asociaba con predisposicion al desarrollo
de cancer (Lobitz & Velleuer, 2006).

La incidencia de la anemia de Fanconi (AF) esta estimada en 1:360,000 nacimientos,
con una media de sobrevida de 20 afios actual [Auerbach, 2009] y una frecuencia de
portadores de 1:300 [Swift 1971], pero recientes reportes sugieren una frecuencia de
portadores mayor, 1:181 en EUA [Rosenberg et al., 2011]. En algunas poblaciones,
como los judios Ashkenazi, grupos de gitanos de Espafia y sudafricanos, la frecuencia
de portadores es mas alta, pudiendo llegar a ser de hasta 1:100 [Kutler & Auerbach
2004, Callen et al., 2005, Morgan et al., 2005].

ii. Caracteristicas clinicas.
La AF es un sindrome de inestabilidad gendmica con heterogeneidad genética y es la
causa hereditaria mas frecuente de falla medular [Alter B & Shimamura, 2010]. Los
genes relacionados con la enfermedad son hasta el momento 16 (FANCA-Q) y sus
mutaciones se heredan de modo autosdmico recesivo (AR), con excepcion de FANCB
que tienen una herencia ligada al X [Alter & Shimamura, 2010, Kutler DI, 2003,
Rosenberg PS, 2003].

La AF presenta un amplio espectro de caracteristicas clinicas, con una expresividad
muy variable, las cuales pueden quedar agrupadas en 3 categorias principales:
anomalias en el desarrollo, defectos hematopoyéticos y susceptibilidad a desarrollar

neoplasias [Crossan & Patel, 2012].

Anomalias del desarrollo. Las malformaciones congénitas son diversas, se presentan

en aproximadamente 75% de los afectados y presentan un frecuencia un poco mas
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elevada en hombres (H:M 1.2:1) [Shimamura & Alter 2010]. A continuacién se presenta

un listado de algunas de las malformaciones congénitas mas frecuentes, sin embargo el

espectro fenotipico es muy amplio.

Peso y talla bajos (~40%).
Alteraciones cutaneas (~40%), hipopigmentacion generalizada o parcial y
manchas café con leche.
Esqueléticas:
o Extremidades superiores, de forma uni o bilaterales (~35%).
= Pulgar (~35%): ausente, hipoplasico, duplicado, con implantacion
anormal, bifido, trifalangico.
= Eje radial (~7%): ausente o hipoplasico (con o sin alteracion del
pulgar).
= Manos (~5%): alteracion de la eminencia tenar, primer
metacarpiano ausente, clinodactilia o polidactilia.
= Cubito (~1%): displasico o corto.
o Miembros inferiores (5%).
= Pie: sindactilia, primer ortejo anormal, pie equino varo.
= Displasia del desarrollo de la cadera.
o Cuello (1%): anomalia de Klippel-Feil, corto y ancho.
o Columna (2%): defecto del cierre del tubo neural, escoliosis,
hemivértebras, anomalias costales, agenesia de coccix
Craniofacial (20%): microcefalia y dismorfias faciales menores.
Oculares (20%): microftalmia, catarata, astigmatismo, estrabismo, epicanto,
hiper/hipotelorismo, ptosis.
Renales (20%): riidn en herradura, ectdépico o ausente, hipo/displasico,
hidronefrosis, alteraciones ureterales.
Genitales y relacionadas con la fertilidad.
o Hombres (25%): hipospadias, criptorquidia o agenesia o hipoplasia
testicular, hipo/azoospermia.
o Mujeres (2%): malformaciones uterinas, mayor incidencia de

complicaciones durante el parto.



- Discapacidad intelectual de grado variable, generalmente leve (10%).

« Oido (10%): hipoacusia (usualmente conductiva, secundaria a malformaciones
de huesecillos del oido medio), pabellones auriculares
dismorfolégicos/displasicos.

« Cardiopulmonar (6%).

« Gastrointestinales (5%): fistula trdqueo-esofagica, pancreas anular, malrotacién
intestinal, malformaciones anales.

« De sistema nervioso central (3%): sindrome de interrupcién del tallo hipofisiario
[Dupuis-Girod et al., 2001], agenesia de cuerpo calloso, hipo/atrofia cerebelosa,

hidrocefalia, dilataciéon ventricular.

Falla medular. Generalmente los pacientes con AF desarrollan algun grado de
disfuncion medular, que va desde citopenias asintomaticas hasta leucemia o sindrome
mielodisplasico (SMD). Por lo que cualquier alteracion hematoldgica relacionada con el
fenotipo de AF requiere evaluacion diagnéstica. Las guias para el diagndstico de AF
sugieren que si los conteos celulares no se recuperan después de 2 meses, el analisis
de aberraciones cromosomicas esta indicado. Sin embargo la ausencia de alguna

alteracion hematologica no descarta el diagnéstico [Eiler et al., 2008].

Las complicaciones hematoldgicas aparecen tipicamente en la primera década de la
vida, aunque la edad de presentacién y gravedad pueden ser muy variables [Landmann
et al., 2004, Shimamura & Alter 2010]. La falla medular grave (definida como la
necesidad de trasplante de médula 6sea) tiene un riesgo de presentacion a los 10 afios
de 5%/ano, y para los 50 afios un riesgo acumulado de cualquier evento hematoldgico
(no necesariamente grave) de 90% [Rosenberg et al., 2003, Alter et al., 2010, Kutler et
al., 2003].

Susceptibilidad a cancer: aproximadamente el 9% de los pacientes con AF
desarrollan leucemia (la mas frecuente es la leucemia mieloide aguda (LMA)) y 7%
SMD [Alter 2003]. El riesgo relativo para LMA incrementa aproximadamente 500 veces
[Rosenberg et al., 2003, Rosenberg et al., 2008, Alter et al., 2010, Tamary et al., 2010],



con un riesgo acumulado de 13% a los 50 afos, la mayoria de los casos se presentan

entre los 15y 35 afnos.

Los hallazgos de anomalias citogenéticas asociadas a SMD requieren vigilancia
estrecha por el riesgo de desarrollo de leucemia [Alter et al., 2000]. Los pacientes con
AF tienen mas frecuentemente alteraciones cromosdémicas asociadas al desarrollo de
leucemia y/o SMD. La aberraciones cromosomicas mas comunmente encontradas son:
trisomia 1g, monosomia 7, trisomia parcial 3q, monosomia parcial 21q. Es frecuente
que pacientes con AF presenten alteraciones cromosomicas oligoclonales en médula
O0sea sin otros cambios de malignidad. En estudios recientes se refieren que
alteraciones en los cromosomas 3 y 7 que se encuentran asociadas con un riesgo
incrementado de desarrollo de MSD o LMA [Mehta PA, et al 2010, Tonnies et al.,
2003, Cioc et al., 2010].

El riesgo de desarrollo de tumores sdlidos, particularmente de cabeza y cuello, piel,
esofago y ginecoobstétricos esta también incrementado [Kutler et al., 2003, Rosenberg
et al., 2003, Rosenberg et al., 2008, Alter et al., 2010, Tamary et al., 2010], con un
riesgo relativo de 40 y una incidencia acumulada del 30% a los 50 afios. Los tumores
de cabeza y cuello, esofagicos y vulvares en general son del tipo de células

escamosas.

iii. Diagnéstico.

1. Metodologias diagnodsticas.

La AF debe ser sospechada en individuos con alguna de las siguientes caracteristicas:
anomalias fisicas relacionadas con ella, falla medular progresiva, anemia aplasica,
SMD, tumores sodlidos relacionados y/o aumento en el dafo celular a la exposicion de
agentes clastogénicos. Sin embargo, es importante tener en cuenta que
aproximadamente una tercera parte de los pacientes no presentaran ninguna
malformacion congénita visible, que hasta 10% de los pacientes pueden no presentar
alteraciones hematoldgicas y que s6lo 10% de los pacientes cursaran con algun tipo de

neoplasia.



Existen diferentes metodologias para el diagnoéstico de la AF, dentro de las que se

encuentran las siguientes:

a. Analisis de aberraciones cromosémicas (AC).
Se basa en el analisis de aberraciones cromosdmicas espontaneas e inducidas con
agentes inductores de enlaces covalentes cruzados (ICL), como diepoxibutano (DEB)
[Auerbach 1993] o mitomicina C (MMC) [Cervenka et al., 1981], en cultivos celulares de
linfocitos T de sangre periférica estimulados con fitohemaglutinina. Este ensayo debe
realizarse comparando el numero de aberraciones con un control negativo o positivo. La
tasa de AC en células control puede ser mas variable con MMC, por eso algunos

centros prefieren DEB, pero ambos son utiles para el diagndstico.

El analisis de AC con esta metodologia puede incluir el numero de AC/célula, el
porcentaje de células, tipo y proporcion de AC, asi como el, recientemente descrito,

indice de fragilidad cromosomica [Castella M, et al. 2011].

En respuesta al tratamiento con los agentes usados se observa un incremento en el
numero total y la proporcion de AC en células de pacientes con AF, aunque esto no es
exclusivo de AF, pues existen otros sindromes que pueden presentar inestabilidad
cromosOmica. Sin embargo, un dato ampliamente sugestivo de AF es el

incremento/aparicion de figuras de intercambio radial.

Se ha visto que el incremento en la sensibilidad a DEB/MMC no guarda relacién con el

fenotipo o genotipo.

Entre el 25-30% de los pacientes con AF presentan un mosaico celular, al menos en
tejido hematopoyético, esto debe tenerse en consideracion al momento de realizar el
analisis de los resultados. El mosaico se define como la presencia de mas de una linea
celular en algun tejido o individuo. La presencia de la linea celular revertante en los
pacientes con AF podria atribuirse a un evento de conversion génica, que restituye el
fenotipo normal en la célula [Lo Ten Foe et al., 1997, Waisfisz et al., 1999, Gross et al.,
2002]. Se pueden usar diferentes alternativas para establecer la presencia de mosaico.

A continuacion se enumeran algunas:



1. Usar otro tejido, por ejemplo piel, para evaluar la respuesta de los fibroblastos al
tratamiento DEB/MMC.

2. El uso del indice de fragilidad cromosomica (IFC) que permite clasificar al
paciente como AF-no mosaico, AF-mosaico e individuos sanos.

3. Como estandar de oro, determinar la mutacion y la revertante en los diferentes

tejidos del paciente.

b. Ensayo de inmunoblot para evaluar Ia
monoubiquitinacion de la proteina FANC-D2.

Las proteinas FANC-A, B, C, E, F, G, |, L y M forman un complejo que se requiere para
la monoubiquitinacién, rio abajo, del dimero proteico FANC-D2/l. Esta modificacion es
esencial para la integridad funcional de la via FA/BRCA. La monoubiquitinacién del
dimero FANC-D2/lI se encuentra conservada en otros sindromes de falla medular o
inestabilidad cromosdmica [Shimamura et al., 2002], por lo cual posee un elevada
especificidad, sin embargo, si el defecto en la via se encuentra en las proteinas rio
abajo la prueba resultara negativa.

c. Ensayo de evaluacion de arresto del ciclo celular.
Las células de los pacientes con AF poseen un fenotipo que condiciona un arresto del
ciclo celular en fase G2. El tratamiento con MMC induce un mayor arresto en fase G2,
el cual puede ser evaluado mediante ensayo de citometria de flujo; la AF es
sospechada cuando una gran proporcion de células se acumulan en fase G2 [Pulsipher
et al., 1998].

d. Determinacion del grupo de complementacién.
Hasta la fecha se han categorizado 17 genes relacionados con el fenotipo de AF, a
estos se les denomina grupos de complementacion. El grupo de complementacién
puede ser identificado mediante la transfeccidn viral que corrige el fenotipo de AF
[Pulsipher et al., 1998] [Chandra et al., 2005] o mediante la determinaciéon de la

mutacion.



2. Diagnéstico diferencial
Podemos clasificar los diagndsticos diferenciales de la misma manera que se agrupan
las manifestaciones de los pacientes con AF: anomalias en el desarrollo, defectos
hematopoyéticos y susceptibilidad a desarrollar neoplasias. En la tabla 1 se presentan

algunos de los diagnéstico diferenciales de AF.

Tabla 1. Diagndsticos diferenciales de la AF.
Tipo de alteracion Diagnastico diferencial
Anomalias en el desarrollo VACTERL

Sindrome de Holt-Oram

Trombocitopenia con aplasia radial (TAR)
Nijmegen

Seckel

NF1

Defectos hematopoyéticos Disqueratosis congénita

Susceptibilidad a desarrollar | Cancer esporadico
neoplasias Seckel

Nijmegen
[Nakanishi et al., 2002, Gennery et al., 2004, Andreassen et al., 2004, Faivre et al.,
2005].

iv. Generalidades de tratamiento y seguimiento.
El manejo clinico de los pacientes con AF requiere de un equipo multidisciplinario
experto. Las recomendaciones completas para el diagnéstico se encuentran en las
guias de diagnéstico y manejo de pacientes con AF de 2008 [Eiler et al., 2008]. A

continuacion se realiza un breve resumen de las recomendaciones basicas de abordaje.

1. Vigilancia.
a. Anomalias fisicas.
Al momento del diagnostico, a fin de descartar alteraciones asociadas, realizar los

siguientes estudios:



* Ultrasonografia renal.

* Evaluacion de coeficiente intelectual (Cl).

* Evaluacion auditiva, oftalmolégica, otorrinolaringoldgica, endrocrinoldgica,
gastroenteroldgica, quirurgica, ginecoldgica y urologica.

* Valoracién genética.

* Biometria hematica completa (BHC), pruebas de funcidn tiroidea y hepatica.

b. Seguimiento de alteraciones hematolégicas y

bioquimicas.

La evaluacion hematologica recomendada, para los pacientes con recuentos celulares
periféricos normales y sin anomalias clonales, es una BHC cada 3-4 meses y un
analisis de citogenético e histopatolégico de médula 6sea (MO) anual. Para los
pacientes con alguna anomalia clonal citogenética, pero con recuentos normales o
levemente bajos se recomienda determinacion de HLA en el individuo y familiares, a fin

de considerar transplante alogénico de MO.

En todos los pacientes sometidos a transfusiones es recomendable realizar pruebas de

funcién hepatica (PFH), pruebas de funcidn respiratoria y perfil de hierro cada 6 meses.

2. Tratamiento.
a. Andrégenos.
Alrededor del 50% de los pacientes mejoran los conteos celulares tras la administracién
de andrégenos. La respuesta inicia con un aumento de los eritrocitos, de hemoglobina y
con reticulocitosis, lo que ocurre generalmente en los primeros dos meses de
tratamiento. La respuesta en la mejora de los conteos celulares de leucocitos y
plaquetas es variable. Algunos pacientes pueden desarrollar resistencia a la terapia. El
androgeno recomendado es la oximetolona a una dosis de 2-5 mg/kg/dia. La dosis
puede reducirse a la minima efectiva, basados en la BHC. Los efectos no deseados
incluyen toxicidad hepatica, colestasis, peliosis hepatica (lesiones vasculares hepaticas
con quistes llenos de sangre) y tumores hepaticos [Shimamura & Alter 2010], por lo que

se recomienda un ultrasonido hepatico cada 3 meses durante la administracion.



b. Factores de crecimiento hematopoyético.

El factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) mejora el conteo de
neutréfilos en algunos pacientes. Antes del inicio de la terapia debe realizarse un
aspirado de médula 6sea y repetirse, como monitoreo, de manera frecuente durante la

administracion del factor [Shimamura & Alter 2010].

c. Trasplante de células progenitoras

hematopoyéticas (HSCT).
Hasta la fecha es la unica terapia efectiva para limitar las manifestaciones
hematolégicas de la AF (citopenias, SMD y leucemia). Idealmente, para una mejor
respuesta, el trasplante de HSCT debe realizarse antes del inicio de MDS/LMA y con el

menor numero de transfusiones posibles [MacMillan & Wagner 2010].

Debido a que los pacientes con AF son altamente sensibles a la toxicidad producida por
la quimioterapia y la radioterapia usadas como preparacién para el HSCT, se
recomienda usar dosis bajas de éstas. El uso de adyuvantes, como la fludarabina, ha

disminuido la tasa de falla en el trasplante.

Algunos estudios refieren que en pacientes que han sido tratados satisfactoriamente
con HSCT el riesgo de tumores solidos, especialmente carcinomas de células
escamosas de lengua, se encuentra incrementado hasta 4 veces [Rosenberg et al.,
2005].

3. Seguimiento y prevencion de tumores sélidos.
La mayoria de los tumores sdlidos se desarrollan después de la primera o segunda
décadas de la vida. El tratamiento temprano y agresivo de los sintomas sugestivos de
malignidad es importante y determinante en la sobrevida de los pacientes, siendo el
tratamiento de eleccion la remocidn quirdrgica. EI manejo de los tumores es
complicado, debido a que los pacientes con AF presentan una sensibilidad aumentada

a la quimioterapia y a la radioterapia.



La vacuna contra el virus del papiloma humano (VPH) es recomendada a hombres y

mujeres con el fin de disminuir el riesgo de cancer derivado de la infeccidon por este

virus. Esta proteccion ha sido probada para cancer ginecoldgico, pero aun no para

cancer oral [Karimi M, et al. 2009].

El régimen de vigilancia debe incluir lo siguiente:

« Revision anual ginecoldgica, con papanicolau desde el comienzo de la menarca
o a los 16 afos.

« Evaluaciones estomatoldgicas frecuentes, que incluyan nasolaringoscopia al
comienzo de la primera década de la vida o después de un afo del HSCT.

« Una endoscopia faringolaringea anual es recomendada por algunos centros,

aunque no por las guias.

b. Caracteristicas moleculares de la anemia de Fanconi.

i. Genes.

Son 17 los grupos de complementacién hasta la fecha relacionados con el fenotipo AF:

1.

© N O O

FANCA [Apostolou et al., 9. FANCI [Dorsman et al., 2007, Sims et
1996, Fanconi Anaemia/Breast Cancer al., 2007, Smogorzewska et al., 2007].
Consortium 1996, Lo Ten Foe et al., 10.FANCJ (BRIP1 0 BACH1) [Levitus et
1996]. al., 2005, Litman et al., 2005].

FANCB [Meetei et al., 2004]. 11. FANCL [Meetei et al., 2003].

FANCC [Strathdee et al., 1992]. 12. FANCM [Meetei et al., 2005].

FANCD1 (BRCAZ2), asociado con 13.FANCN (PALB?2) [Reid et al., 2007, Xia
cancer de mama y ovario hereditario en et al., 2007].

heterocigotos [Howlett et al., 2002]. 14. FANCO (RAD51C) [Vaz et al., 2010].
FANCD?2 [Timmers et al., 2001]. 15.FANCP (SLX4) [Kim et al.,

FANCE [de Winter et al., 2000]. 2011, Stoepker et al., 2011]

FANCF [de Winter et al., 2000]. 16. FANCQ (XPF) [Bogliolo M, et al., 2013].
FANCG (XRCC9) [de Winter et al., 17.BRCA1 [Sawyer et al. 2015]

2000].
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El analisis molecular es complejo debido a la heterogeneidad de loci y alélica. Aun
cuando el grupo de complementacién haya sido establecido mediante técnicas de
complementacion, la determinacion de la mutacion responsable mediante
secuenciacion del gen es necesaria. Sélo en algunos casos el analisis molecular

puede ser dirigido, por ejemplo en los judios ashkenazi (c.456+A>C en FANCC).

ii. Correlaciones genotipo-fenotipo.

FANCC. Algunas mutaciones como c.456+4A>T (la mas frecuente para este grupo
de complementacion, y con alta prevalencia en los judios ashkenazi) y p.L554P estan
asociadas con un inicio temprano de las manifestaciones hematolégicas y una
incidencia aumentada de defectos congénitos [Yamashita et al., 1996, Gillio et al.,
1997].

FANCD1/BRCA2. Se han asociado con un inicio temprano de LMA [Wagner et al.,
2004] y tumores sélidos [Hirsch et al., 2004]. La incidencia acumulada de algun tipo

de cancer es de 97% a los 6 afos [Alter et al., 2007].

FANCG. Mutaciones en FANCG se han visto asociadas con citopenias mas graves,

asi como un incidencia mas alta de leucemia [Faivre et al., 2000].

c. Descripcion de la via FA/BRCA.
Los enlaces covalentes cruzados o ICL (por sus siglas en inglés), son lesiones que
impiden la progresién de la transcripcion y la replicacion, por estancamiento de la
horquilla de replicacion; por lo que resulta imprescindible removerlos en cualquier

fase del ciclo celular mediante la coordinacion de varias vias de reparacion.
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Tabla 2. Grupos de complementacién de AF.

Grupo de Gen Porcentaje de pacientes Método de diagndstico
complementacion atribuible a la mutacion molecular
FA-A FANCA 60%-70% Secuenciacion'
Analisis del/dup?
FA-B FANCB ~2% Secuenciacion
Analisis del/dup?
FA-C FANCC ~14% Andlisis mutacional dirigido

Secuenciacion

Analisis del/dup?

FA-D1 BRCA?2 ~3% Secuenciacion
FA-D2 FANCD?2 ~3% Secuenciacion
FA-E FANCE ~3% Secuenciacion
FA-F FANCF ~2% Secuenciacion
FA-G FANCG ~10% Secuenciacion
FA-I FANCI ~1% Secuenciacion
FA-J BRIP1 ~2% Secuenciacion
FA-L FANCL ~0.2% Secuenciacion
FA-M? FANCM ~0.2% Secuenciacién
FA-N PALB2 ~0.7% Secuenciacion
Analisis del/dup?
FA-O* RAD51C ~0.2% Secuenciacién
FA-P° SLX4 ~0.2% Secuenciacién
FA-Q XPF No documentado Secuenciacion
FA-R BRCA1 Desconocido Secuenciacion

1. La secuenciacion puede detectar deleciones o duplicaciones intragénicas pequefias, mutaciones
sin sentido o de sentido erréneo, asi como mutaciones que alteren el splicing. Habitualmente
mutaciones exonicas o deleciones y duplicaciones grandes escapan a esta técnica.

2. Incluyen PCR cuantitativa, MLPA, microarreglos.
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FA-M: la asignaciéon de este grupo de complementacion FANCM permanece controversial, una

sola familia ha sido identificada para mutaciones en este gen, aunque esta misma presentaba

mutacién en FANCA. Bajo condiciones experimentales mutaciones bialélicas en FANCM

condicionan un fenotipo AF [Singh et al., 2009].

referencia identificando la mutacién [Vaz et al., 2010].

FA-O: la asignacién de este grupo de complementacién permanece controversial, existe solo una

5. FA-P: la asignacién de este grupo de complementacion es controversial, solo pocas familias con

fenotipo AF se han identificado con disminucion en la expresion del gen [Kim et al.,

2011, Stoepker et al., 2011].

Existen proteinas, como las de la via AF/BRCA, que son reclutadas a los ICL,

activando una cascada de eventos que inician la via de respuesta al dafio del DNA y

la subsecuente reparacion de las lesiones.

Las proteinas involucradas en la via FA/BRCA pueden agruparse en 3 grupos:

Las proteinas que forman el
complejo “core”/central (FANCA,
B,C E E G, L, M).

Las proteinas FANCD2 y FANCI,
que integran un complejo que es
monoubiquitinizado después de
que el dafio al DNA es
reconocido.

Cinco proteinas que son parte de
un sistema efector rio abajo
(FANCD1/BRCA2, FANC]J/BRIP1/
BACH1, FANCN/PALB2, FANCO/
SLX4,y FANCP/RAD51C) y que
participan directamente en la
reparaciéon del DNA.

Figura 1. Proteinas de la via FA/BRCA [Bogliolo M, et al., 2013; Kottemann MC, et

al., 2013; Kee Y & D’Andrea AD 2012].
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Un paso crucial en algunas vias de reparacion es la remocion fisica de las bases
danadas por endonucleasas. La via AF/BRCA ha sido implicada en el reclutamiento y
la regulacién de varias endonucleasas, como XPF-ERCC1, MUS81-EME1, SLX1 y
FAN1.

La nucleasa FAN1 es reclutada a los sitios de dafio al DNA de manera dependiente a
la presencia del complejo |-D2 ubiquitinizado, mediante su dominio de union a
ubiquitina. El papel preciso de FAN1 no se conoce, pero se postula que podria
participar en la reparacion de los ICL, incluso en vias alternas a la FA/BRCA.
Mutaciones en FAN1 se han relacionado a una enfermedad rara, demoninada nefritis
intesticial cariomegalica (KIN [karyomegalic interstitial nephritis]), que incluye falla
renal progresiva histopatolégicamente caracterizada por nucleos hipercromaticos y
engrandecidos dentro del epitelio tubular renal. Interesantemente, estos pacientes a
pesar de no presentan caracteristicas fisicas de FA, si poseen hipersensibilidad a los
agentes alquilantes. Esta sensibilidad sugiere que la deficiencia de FAN1 puede
condicionar una alteracion en la reparacion de los ICL [Allison SJ 2012]. Es posible
pensar que FAN1 pudiera tener una funcidon redundante con otras nucleadas de la
via FA/BRCA, asi como que puede solucionar Ilesiones en el rifidn
independientemente de FA/BRCA.

Los productos del procesamiento de la lesidén por las endonucleasas, en el caso de
un ICL, son una ruptura de doble hebra (DSB) y un aducto. Debido a la presencia del
aducto es necesario que una polimerasa de sintesis translesion continue la sintesis
del DNA, el cual sera posteriormente eliminado mediante la reparacion por escision
de nucleotidos. [Naim V 2009; Fagerlie SR 2001; Bagby GC 2006; Briot D 2008].

Como ya se mencion6 un paso esencial en la activacion de la via FA/BRCA es la

monoubiquitinizacién del complejo FANC-I/D2, esta ocurre en la lisina 561 de la

proteina FANCD2 y en menor medida en el residuo de lisina 523 de la proteina
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FANCI. Este paso es dependiente de las proteinas del “core” y otras accesorias, que
incluyen FAAP20, FAAP24 y FAAP100. La funcién uniquitin ligasa del complejo
“‘core” depende de la proteina E3 ligasa FANCL. Una vez ligado el residuo de
ubiquitina, el complejo FANC-I/D2 se situa en la cromatina, a nivel de la lesion, y
orquesta a las proteinas rio abajo para la reparacion. Recientemente se ha descrito
que este complejo puede tener un papel directo sobre la regulacion del ensamblaje
de los nucleosomas en los sitios de dafio y por ende remodelaciones en la
[Gospodinov A & Herceg Z, 2013].

d. Competencia entre la reparaciéon por recombinacion homéloga y la
unién de extremos no homoélogos para reparar rupturas de doble
hebra.

Las DSB pueden ser generadas por agentes fisicos y quimicos, como la radiacion
ionizante, quimioterapéuticos o agentes reactivos de oxigeno. También pueden
originarse de errores durante la replicacion y son observadas durante actividades
enzimaticas normales, como la meiosis y la recombinacién V(D)J. Si estas lesiones
quedan sin reparar 0 se generan de forma masiva, conllevan a la aparicién de
alteraciones celulares graves, como alteraciones cromosomicas numéricas y
estructurales, un incremento de la susceptibilidad al desarrollo de cancer e incluso

muerte celular.

La reparacion de las DSB puede llevarse a cabo por tres vias de reparacion que
entran en competencia y se encuentran altamente reguladas. Estas son: 1) la
reparacion por recombinacion homodloga (HRR), que utiliza siempre a la hebra
homologa de DNA para llevar a cabo la reparacion y requiere de reseccion del DNA
mediada por la actividad exonucleasa del complejo MRN [Bernstein KA & Rothstein
R 2009, Hartlerode AJ & Scully R 2009]; 2) la unién de extremos no homodlogos
canonica (C-NHEJ), que consiste unicamente en unir y ligar extremos rotos y esta
mediada por las proteinas Ku y la cinasa DNA-PKcs [Delacéte et al., 2002]; y 3) la

union de extremos no homdélogos alternativa (A-NHEJ) que también requiere de
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reseccion en el DNA mediada por MRN pero ademas que existan regiones de
microhomologia. Las alteraciones en la A-NHEJ, son consideradas actualmente
como la causa mas importante para la formacién de rearreglos cromosomicos

(translocaciones, deleciones o inversiones) [Weinstock 2007].

Aunque no es del todo entendido la regulacién en la eleccion de la via de reparacion,
se sabe que ésta varia dependiendo del tipo celular, la fase del ciclo celular y las
especies [Bernstein KA & Rothstein R, 2009; Shrivastav M et al., 2008]. Después de
que la via FA/BRCA ha procesado los ICL, ella misma se encarga de bloquear a la
NHEJ en los sitios en los que se han generado las DSB y canaliza su reparacion
hacia la HRR, disminuyendo asi la frecuencia de errores durante la reparacién (Pace
et al., 2010). Ciertos estudios experimentales sugieren que la eleccion de la HRR
como via de reparacion es dependiente de modificaciones en la DSB realizadas por
la actividad exonucleasa de FANCD2 (Pace et al., 2010). Debido a esto la deficiencia
de la via FA/BRCA condiciona la sobre-activacion de la via de NHEJ, con la

subsecuente propension a error durante la reparacion.

i. Complejo MRN.
Al menos tres eventos son requeridos para la correcta reparacién de una DSB: 1) la
deteccion del dafio; 2) el adecuado control del ciclo celular y programas
transcripcionales de respuesta al dafo; 3) los mecanismos que catalizan la
reparacion del dafio [Taylor EM et al., 2010; Zha S et al., 2009].

El complejo MRN, el cual es un heterohexamero formado de la union de 1 par
moléculas de MRE11, RAD50 y NBS1, es pieza clave en la respuesta celular ante
una DSB, fungiendo como censor, regulador del ciclo celular, amplificador de la
sefal de dafo en colaboracion con la cinasa ATM y efector de las vias de reparacion,
tanto HRR como NHEJ (canodnica y alterna) [Taylor EM et al., 2010; Zha S et al.,
2009].
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El complejo MRN también a sido involucrado con el mantenimiento de los telémeros
[Chamankhan M & Xiao W, 1999]. Y recientemente involucrado, junto con la proteina

CtIP en el ensamblaje del huso mitético dependiente de Ran [Rozier L et al., 2013].
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Figura 2. Funciones del complejo MRN.
MRE11: es una proteina de 70-90kDa altamente conservada. En su forma nativa

MRE11 forma dimeros estables que poseen multiples actividades bioquimicas, que

incluyen: (i) unién al DNA, y (ii) actividad exo y endonucleasa de DNA [Williams et al.,
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2008].

RADS50: es una proteina de 150 kDa con homologia a la familia de proteinas de
mantenimiento estructural cromosémico, las cuales participan en el control de la

estructura de la cromatina.

Interactua con el dimero de MRE11, el cual facilita la sinapsis de los extremos del
DSB, mientras que las moléculas de Rad50 mantienen inmovilizadas las dos
moléculas de DNA [Williams et al., 2008; Hopfner KP et al., 2002].

NBS1: el tercer componente del complejo, es una proteina de 65-85 kDa. Su funcion
reside en el reclutamiento, la interaccidn de proteinas de reparacion y del punto de
monitoreo del ciclo celular a los sitios de rupturas (ejemplo ATM), la translocacion al
nucleo [Lloyd J et al., 2009; Williams RS et al., 2009], la unién al DNA y la actividad
nucleasa del complejo [Paull TT & Gellert M 1999; Falck J et al., 2005; You Z et al.,
2005].

1. Mutaciones del complejo MRN: causa de enfermedad.
En humanos las mutaciones hipomorficas del gen NBS7 causan el sindrome de
Nijmegen/sindrome de ruptura de Nijmegen (NBS) [Carney JP et al., 1998; Varon R
et al.,, 1998]. Enfermedad de transmision autosdmica recesiva caracterizada por
microcefalia, inmunodeficiencia (con alteraciones en inmunidad humoral y celular,
decremento en la variabilidad de las inmonuglobulinas debido a un defecto en la
recombinacién de las cadenas VDJ [Reina-San-Martin B et al., 2005], la base de este
defecto podria tener relacion con la funcién del complejo MRN en la NHEJ),
predisposicion a cancer, ej., linfoma y leucemia [Antoccia A et al., 2006]
(alteraciones somaticas en MRN pueden contribuir a la aparicion de carcinogénesis

[Dzikiewicz-Krawczyk A 2008])), infertilidad y alteraciones en la maduracion sexual.
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Mutaciones hipomorficas en el gen MRE11 conducen a la aparicion de sindrome de
ataxia-telangiectasia-like (A-TLD) [Stewart GS et al., 1999], en el cual los pacientes
desarrollan un fenotipo semejante ATM (ataxia y neurodegeneracion) [Taylor M
2004].

Un solo paciente ha sido reportado con mutacion hipomdéfica de RADSO0, el cual

exhibia un fenotipo similar al de los pacientes con NBS [Waltes R et al., 2009].

Las células derivadas de pacientes con NBS y A-TLD presentan in incremento en la
radiosensibilidad y una activacién defectuosa de los puntos de monitoreo [Stewart
GS et al., 1999; Carney JP et al., 1998].
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Figura 3. Componentes del complejo MRN: dominios de interaccion de los 3
componentes, Mre11, Rad50 y Nbs1 [Lamarche BJ et al., 2010].
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2. Funciones del complejo MRN en la reparaciéon de las

DSBs.
El complejo MRN juegan papeles criticos en multiples vias metabdlicas, como
reparacion y replicacion del DNA, control/activacion de los puntos de monitoreo,

mantenimiento telomérico y meiosis.

En relacion a la reparacion, actua como un censor de las DSBs [Petrini JH & Stracker
TH 2003]. A bajas dosis de radiacién la presencia de un complejo MRN funcional,
estimula el reclutamiento y la activacion de ATM [Berkovich E et al., 2007; Lee JH &
Paull TT 2005], relacionado probablemente con cambios en la estructura de la
cromatina, ya que uno de los blancos de Atm es la histonas H2A.X, la cual es
fosforilada en la Ser139 para formar gama-H2A.X, que recluta a Mdc1, MRN y a
otras proteinas a los sitios de DSB [Stucki M & Jackson SP 2006]. Por lo tanto MRN
se encuentra presente en dos fracciones cerca del DSB: una fraccidon independiente
de H2A.X en el DSB y una fraccion unida a H2A.X-Mdc1 en la cromatina [Bekker-
Jensen S et al., 2006].

Analisis de inmunofluorescencia indican que tras la formacion de una DSB el
complejo MRN se ubica tanto de manera rapida en los sitios de ruptura como en los
cuerpos PML [Mirzoeva OK & Petrini JH 2001; Nelms BE 1998]. Los beneficios de
una rapida localizacién en los sitios de dafio son que se minimiza el tiempo en que
los extremos terminales de DNA permanecen vulnerables a degradacion no
especifica y disminuye la posibilidad de que los extremos se separen uno de otro.
Ademas del reclutamiento y activacion de ATM, MRN participa en los primeros pasos
del procesamiento de la DSB [Shiotani B & Zou L 2009; Jazayeri A 2006].

En respuesta a otros tipos de dano al DNA, el complejo MRN también promueve la
activacion de ATR de forma independiente a ATM, aunque el mecanismo exacto por
lo cual esto ocurre no es claro [Zhong H 2005; Carson CT et al., 2009; Manthey KC
et al., 2007; Olson E et al., 2007; Stiff T et al., 2005].
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En resumen, la activacion de ATM y ATR posterior a una DSB inicia una via
sefalizacion que: (i) genera una regulacion del ciclo celular (via Chk1 y Chek2)
[Reinhardt HC & Yaffe MB, 2009], (ii) promueve el remodelamiento de la cromatina,
necesario para el acceso de la maquinaria de reparacioén al sitio de lesion [Berkovich
E, 2007; Tsukuda T, 2005], y (iii) contribuye al reclutamiento y la retencion de

proteinas responsables de la reparacion.

3. Seleccién de la via de reparaciéon: HRR versus NHEJ.

La eleccion entre la HRR o NHEJ para la reparacion de una DSB varia entre
especies e incluso entre células de un mismo organismo. En levaduras y eucariontes
simples, los cuales poseen un genoma corto y una relativa escasez de secuencias
repetidas, la HRR realiza una gran contribucién a la reparacién de las DSBs. Sin
embargo en mamiferos, donde las regiones intergénicas son grandes y las
secuencias repetidas mas abundantes, se ha sugerido que la NHEJ es mas rapida y
eficiente [Mao Z et al., 2008]. Esto guarda relacion con el hecho de que pueden
generarse reordenamientos complejos cuando se usan regiones equivocadas que
comparten secuencias para la reparacion por HRR [Aguilera A & Gomez-Gonzalez B
2008]. Aunque un organismo pueden tener una preferencia por alguna de las vias, en
general la eleccion fluctua y depende, entre otras cosas, de la fase del ciclo celular
[Branzei D & Foiani M, 2008].

NHEJ es la Unica via de reparacion para las DSB’s durante las fases GO y G1 del
ciclo celular. Durante las otras fases, la célula puede “optar” por la HRR o la NHEJ.
Recientemente se ha evidenciado un relacion dinamica entre ambas vias; teniendo la
HRR un pico al final de la fase S. La eleccién de la via podria depender de los
factores que accedan primero a la ruptura, ya que existe un patrén de reseccion
especifico de los extremos para cada tipo de via de reparacion o de una fluctuacion

en la concentracion de ciertos factores.
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Figura 4. Vias de reparacion de una DSB y su relacion con la proteina MRE11.

En la presencia de multiples DSBs, NHEJ puede resultar en rearreglos

cromosomicos como inversiones o translocaciones [Huertas P 2010].
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Se sabe que las caracteristicas del procesamiento de la DSB juega un papel
determinante en la eleccién entre la HRR y NHEJ. Durante las fases S y G2 los
extremos de la DSB son resecados generando un saliente de cadena sencilla
(aproximadamente 30 nucléotidos) [Jazayeri A 2006; Aylon Y et al., 2004; Ira G et al.,
2004], esto sirve como sustrato para que las proteinas RPA y Rad51 conduzcan la
reparacion hacia la HRR [Huertas P 2010], reduciendo la posibilidad de que la
ruptura se repare por NHEJ, en parte debido a que el complejo Ku70/80 tiene pobre
afinidad por los extremos de cadena sencilla [Dynan WS & Yoo S 1998]. En
contraste, durante las fases GO y G1, cuando no hay un templete de DNA que facilite
la HRR, el procesamiento de la DSB es regulado hacia la NHEJ [Zhang Y 2009].

4. La contribucion de MRN en la eleccion de la via de
reparacion.

El complejo MRN mediante su papel en el procesamiento de los extremos de una
DSB juega un rol importante en los pasos que dirigen la entrada a la reparacion de la
lesion [Mimitou EP & Symington LS 2009; Huertas P 2010], siendo necesaria pero no
suficiente su prensencia, y requiere la colaboracion de otros factores que faciliten la
reparacion, por ejemplo: Mre11 colabora con CtIP en el procesamiento de los
extremos de la DSB para la HRR [Sartori AA et al., 2007]

En vertebrados se han correlacionado los niveles de la proteina CtIP (C-terminal
binding protein interacting protein) asi modificaciones postraduccionales, con la
eleccion de la via de reparacién. CtIP es requerida para un subgrupo de funciones de
MRN, incluyendo la reseccion de los extremos en una DSB [Sartori AA et al., 2007;
Mimitou & Symington, 2011] y la interaccion con BRCA1 dependiente de dafio al
DNA.

CtIP sufre modificaciones inducidas por los DSB, localizandose en los foci de

reparacion y uniéndose directamente al complejo MRN, lo que confiere al complejo la

capacidad de catalizar la resecciéon de los extremos [You Z & Bailis JM 2010]. Una
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deplecion de CtIP resulta en un reclutamiento atenuado de las proteinas RPA y ATR
a sitios de dafio inducido por radiacién [Sartori AA et al., 2007], con una reduccion en

la frecuencia de eventos de HRR.

Los mecanismos que dirigen la reparacion de las DSBs hacia una HRR o NHEJ
durante determinadas fases del ciclo celular parecen tener que ver con las
concentraciones y el estado de fosforilacion de CtIP [You Z & Bailis JM 2010; Yu X &
Baer R 2000], la fosforilacion es mediada por las CDK (cinasas dependientes de
ciclinas), esto provee una explicacién para la regulacion ciclica de la reparacion de
las DSB [Huertas P et al., 2008].

Hay estudios que indican que Ku puede reducir el procesamiento por via HRR de las
DSBs [Wasko BM et al., 2009; Fukushima T et al., 2001; Clikeman JA et al., 2001;
Zhang Y et al., 2007], apoyado por el hecho de que mutaciones en Ku incrementan la
frecuencia de DSBs procesadas por HRR [Pierce AJ et al., 2001], sin embargo no es
claro como el mecanismo por el cual el complejo MRN compite por los extremos de
las DSB. Estos datos apoyan el modelo en el que los complejos Ku y MRN compiten
por los extremos a reparar. Para lo anterior se plantea la posibilidad de que existen
mecanismos que ciclan y por lo tanto regulan la eleccion entre ambas vias, tal como

se plantea con las concentraciones y el estado de fosforilacion de CtIP.

Estudios sobre la importancia del complejo MRN en la NHEJ (tanto la via candnica
[C-NHEJ] como la alternativa [A-NHEJ]) han producido resultados contradictorios
[Huang J & Dynan WS 2002; Di Virgilio M & Gautier J 2005]. En la C-NHEJ, los
extremos de la ruptura son inicialmente unidos por el anillo que forman el dimero
K70/K80, esto recluta a la subunidad catalitica de la proteina-cinasa dependiente de
DNA (DNA-dependent protein kinase catalytic subunit (DNA-PKcs)), la cual fosforila
factores de reparacion y proteinas del punto de monitoreo, de manera analoga a lo
que hace ATM durante la HRR [Weterings E & Chen DJ 2008; Meek K et al., 2004].

Mientras el complejo K70/K80 y DNA-PKcs median la union de los extremos del
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DNA, la nucleasa artemisa modifica los extremos libres [Gu J et al., 2010; Yannone
SM et al., 2008], generando los sitios donde el complejo XRCC4-DNA ligasa IV unira
las cadenas. La C-NHEJ, también conocida como la forma directa, es llevada a cabo
con un procesamiento minimo de los extremos previo a la ligacién. Recientemente se
ha descrito una via independiente de XRCC4-DNA ligasa IV, la A-NHEJ, la cual
parece ser mas ampliamente utilizada como via de reparacion. Esta involucra una
reseccion pequefia de los extremos en la DSB (<100 nucledtidos) hasta que se halle
una secuencia de microhomologia (1-4 nucleétidos), la cual es usada como guia para
la union de extremos, se ha sugerido que es MRE11 quien media este reseccién y
reconocimiento [Xie A et al.,, 2009; Harber JE 2008]. MRN puede tener tanto
funciones enzimaticas como de andamiaje en los sitios de ruptura y que ambas

contribuyan procesamiento de la lesion [Williams RS et al., 2008].

Aunque algunos estudios han demostrado que la inhibicion de MRE11, usando
siRNAs/miRNAs o moléculas especificas (como la mirina), disminuye los eventos de
reparacion mediados por la A-NHEJ [Rass E et al., 2009; Xie A et al., 2009] su efecto

no se ha evaluado en las células con AF.

También se ha observado que la deplecion de CtIP en cultivos de fibroblastos
transformados causa un decremento significativo de la eficacia de la union de
extremos en los DSBs [Rass E et al., 2009], lo cual es consistente con el hecho de
que tiene un papel adyuvante al complejo MRN en el procesamiento de la ruptura.
Todo lo anterior indica que, al contrario de todo lo que se sabe con respecto al papel
de MRN en la HRR, la(s) funcién(es) de este en la NHEJ estan recién empezando a
dilucidarse.

La reparacion mediada por NHEJ en ausencia de una via FA/BRCA funcional podria
condicionar la aparicion de las anormalidades cromosomicas observadas en las
lineas celulares y en las células de los pacientes con AF. Modelos de animales y de

lineas celulares humanas se han desarrollado para poner a prueba esta hipdtesis,
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pero hasta ahora los resultados no son concluyentes. Por ejemplo en el nematodo
Caenorhabditis elegans cuando la lig4, ligasa esencial para la via NHEJ, estd mutada
en un modelo knockout para alguna proteina de la via AF/BRCA, la sensibilidad a los
agentes generadores de ICL’s es corregida, teniendo niveles cercanos a los
controles sin mutaciones. Estos datos sugieren que la NHEJ puede tener un efecto
deletéreo cuando la via AF/BRCA es deficiente. Resultados similares se han

reportado para los mutantes knockout de Ku70.

Se ha propuesto que cuando las proteinas de la via AF/BRCA no son funcionales,
RADS51 no se deposita sobre la horquilla de replicacién, y el ADN naciente se
degrada de una manera dependiente de MRE11. El resultado parece ser un aumento
de la inestabilidad cromosomica, pudiendo esto contribuir al aumento de la

tumorigénesis se observa en pacientes con anemia de Fanconi.
La implicacion traslacional de esto es que pudiera considerarse como un potencial

blanco terapéutico, basado en la teoria de que la enfermedad no es causada

directamente solo por el dafio, sino por una reparacion aberrante.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

¢Las células de AF mostraran un cambio en sus patrones de reparacion al inhibir al

complejo MRN?

3. DISENO DEL ESTUDIO.

Estudio experimental, del tipo pseudoexperimental.

4. OBJETIVOS.

Objetivo general:
Evaluar el comportamiento celular al uso de la mirina (inhibidor especifico del

complejo MRN) en células con fenotipo AF-A.

Objetivos particulares:

1. Evaluar el tipo y frecuencia de aberraciones cromosémicas producidas por el
bloqueo quimico del complejo MRN en células con fenotipo AF (VU817) y normales
(NL53/NL49).

2. Evaluar si el bloqueo quimico del complejo MRN afecta el patron de distribucion
del ciclo celular en células con fenotipo AF (VU817) y normales (NL53/NL49).

5. HIPOTESIS.
Si el complejo MRN media alguna via alterna de reparacion en las células AF,

entonces su bloqueo quimico modificara los patrones de reparacién del DNA en

células AF expuestas a MMC.
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6. JUSTIFICACION.

La AF ha ganado relevancia como modelo para investigar los mecanismos por medio
de los cuales una célula puede enfrentar el dafio generado por los ICLs en el DNA.
Se sabe que las células AF comparadas con las células normales son altamente
sensibles a los agentes alquilantes bifuncionales, como la MMC. Sin embargo, a
ciertas dosis de estos agentes no todas las células con dafio mueren, e incluso se
pueden observar células que se han dividido aun con gran cantidad de AC vy figuras
de intercambio radial entre cromosomas, los cuales son indicios de reparacion del

dafo, pero del tipo reparacién propensa a error.

Estos intentos podrian estar mediados por vias de senalizacion y de reparaciéon del
DNA que actuan cuando la via FA/BRCA es deficiente. Proponer y/o descubrir cudles
son estas vias puede ser de gran utilidad no sélo para el entendimiento de la AF,
sino que también puede ser util en el estudio de varios tipos de cancer, pues cuando
en células tumorales la via FA/BRCA es deficiente, estas se vuelven dependientes
de vias alternas de reparacion y mantenimiento de la integridad gendmica, asi pues
encontrar qué vias y de qué modo se encuentran activas podria significar el hallazgo

de potenciales blancos terapéuticos.

Con base en lo reportado en la literatura se sabe que el complejo MRN juega un
papel fundamental en la activacion de la HRR y la A-NHEJ. Esta ultima es una via
propensa a error, por lo tanto es posible que su regulacién pueda tener un papel
importante en la aparicion de rearreglos cromosomicos, como los presentes en

células de AF.
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7. MATERIALES Y METODOS.

Lineas celulares.

Se utilizaron dos lineas celulares linfoblastoides de linaje B inmortalizadas con el
virus de Epstein Barr:

1) La linea celular VU817 derivada de un paciente con AF-A.

2) La linea celular NL53 derivada de un donador sano.

Cultivo celular y tratamientos.

Las lineas celulares linfoblastoides fueron cultivadas en medio RPMI 1640
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) suplementado con 10% de suero fetal bovino, 1% de
L-glutamina, 1% de piruvato de sodio, 1% de aminoacidos no esenciales y 1% de
gentamicina (todos de Gibco, Carlsbad, CA, USA). Las células se mantuvieron en
una incubadora a 37° C en una atmésfera con 5% de CO,. Antes de realizar
cualquier ensayo se evalu6 la viabilidad celular con tincion de azul tripano, la

viabilidad debid ser igual o mayor al 95% para continuar con el experimento.

Para los cultivos experimentales se sembraron 300,000 células/ml y se trataron con
10 ng/mL de MMC (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) durante 24 horas, asi como
10 yM/mL de Mirina, inhibidor de la proteina Mre11 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,

USA) durante las ultimas 6 o 18 horas de cultivo.

El experimento consistio en 6 condiciones experimentales (Figura 5):

Células sin tratamiento.

Células tratadas solo durante 24 horas de MMC.

Células tratadas durante 6 horas con mirina.

Células tratadas durante 18 horas con mirina.

Células tratadas durante 24 horas con MMC y durante 6 horas con mirina.

-~ 0o o 0 T p

Células tratadas durante 24 horas con MMC y durante 18 horas con Mirina
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Condicion Tratamiento
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Figura 5. Esquema del disefio experimental, las flechas rojas indican el tratamiento

con MMC y las verdes el tratamiento con mirina.

Obtencion de metafases y analisis de aberraciones cromosoémicas.
A las 24 horas de cultivo se adicioné colchicina (concentracion final 0.1 ug/mL), se
incub6 a las células con solucion hipoténica durante media hora y se fijaron con

soluciéon de Carnoy (metanol:acido acético, 3:1). Posteriormente se realizaron
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laminillas y se tiferon con colorantes de Wright y Giemsa para el analisis en
microscopia de campo claro. Se cuantifico la frecuencia de aberraciones
cromosomicas (rupturas cromatidicas, rupturas cromosémicas y las figuras reunidas
de intercambio radial) en 25 metafases por condicién experimental. Se cuantificaron

ademas la frecuencia de células aberrantes y células multiaberrantes.

Citometria de flujo.

A las 24 horas de cultivo las muestras se lavaron con 1 ml de PBS, se centrifugaron
durante 10 min a 1500 rpm y se fijaron con etanol al 70% helado. Posteriormente se
dio un lavado con PBS y se agregd a cada muestra 1 ml de solucién tenidora de
Yoduro de propidio (IP) (1ul de triton 100X + 10 pl de solucion de IP + 1ul de RNAsa
+ 988 pl de PBS). Las muestras se leyeron en un citometro FACSCan adquiriendo un
total de 20,000 eventos. Los datos fueron analizados usando el software FlowJo
7.6.1.

Analisis estadistico.
Se realizara analisis estadistico mediante ANOVA de dos vias y se considerara
significativo un valor de p<0.05. Asi mismo se realizara un analisis de postprueba de

Tukey para comparaciones multiples.
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8. RESULTADOS.

En los antecedentes directos de nuestro proyecto se observa que las células AF
expuestas a MMC tienen su maximo punto de acumulacién en fase S a las 18 horas
después de haberse iniciado el cultivo experimental y es en este mismo momento en

que comienza la acumulacion de las células AF en la fase G2 del ciclo celular.

Ambas lineas celulares fueron tratadas con MMC durante 24 horas para inducir dafio
en el DNA, y con mirina durante las ultimas 6 o 18 horas de cultivo para inhibir a la
proteina MRE11. Con este disefio experimental se esperaba que: a) la adicién de
mirina durante las ultimas 6 horas de cultivo inhibiera al complejo MRE11
primordialmente durante la fase G2 del ciclo celular, y b) la adicion de mirina durante
las ultimas 18 horas de cultivo inhibiera al complejo MRE11 antes de que las células

transitaran por las fases S y G2 del ciclo celular.

Bajo estas condiciones experimentales se analizaron diferentes parametros.

Frecuencia de aberraciones por célula.

Tal y como se esperaba, la frecuencia de aberraciones cromosoémicas por célula
(abl/cel) es significativamente mayor en las células AF en comparacion con las
células normales, tanto de modo espontaneo como después del tratamiento con
MMC (figura 6).

En las células normales el tratamiento con mirina durante 6 horas no generd
diferencias comparada con su control (figura 6). También se observa que el
tratamiento con mirina incrementa la frecuencia de ab/cel después de 18 horas de
exposiciéon de un modo similar a como lo hace la MMC; sin embargo, esta diferencia
no resultd significativa comparada con el control sin tratamiento. La frecuencia de
ab/cel cuando se adicioné6 MMC al tratamiento de mirina durante 6 ni 18 horas no es

diferente a lo observado con MMC sola o mirina sola durante 18 horas (figura 6).
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En las células AF la exposicion a mirina durante 6 o 18 horas no tuvo un efecto en la
frecuencia de ab/cel espontaneas. Aunque parece haber una tendencia a la
disminucién de ab/cel en las células AF expuestas a MMC que fueron tratadas con
mirina, esta no resultdé estadisticamente significativa ni durante 6 ni 18 horas (figura
6).
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Figura 6. Frecuencia de aberraciones cromosomicas (ab/cel) por célula.

Frecuencia de células aberrantes

La frecuencia de células aberrantes es significativamente mayor en las células AF en
comparacion con las células de la linea normal, tanto de forma espontanea como
inducida con MMC (figura 7).

En la linea celular normal el tratamiento con mirina durante 6 horas muestra una
tendencia a disminuir la frecuencia de células aberrantes tanto de forma espontanea
como inducida con MMC, pero sin resultar una diferencia significativa (figura 7).

También se observa que la exposicion a mirina incrementa la frecuencia de células
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aberrantes después de 18 horas de exposicién de un modo similar a como lo hace la
MMC, sin embargo, esta diferencia no resulté significativa y la frecuencia de células
aberrantes no se modificé cuando se adicioné6 MMC al tratamiento de mirina (figura
7).

En las células AF la exposicion a mirina durante 6 o 18 horas no tuvo un efecto
estadisticamente significativo en la frecuencia de células aberrantes; sin embargo
pareciera haber una tendencia a la disminucién de la frecuencia de células
aberrantes en las células tanto de forma espontanea como inducida con MMC que
fueron tratadas con mirina durante 6 horas, mientras que el tratamiento con mirina
por 18 horas de forma espontanea pareciera aumentar al numero de células
aberrantes y en combinacién con MMC no generar cambios con referencia a su
control de MMC (figura 7).
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Figura 7. Frecuencia de células aberrantes observadas en la linea celular normal y la

linea celular AF bajo diferentes esquemas de tratamiento.
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Frecuencia de células multiaberrantes

Como se esperaba las células de la linea normal no presentaron células
multiaberrantes de forma espontanea y de forma inducida el numero de estas fue
considerablemente mayor en células de la linea AF (figura 8).

En la linea celular normal el tratamiento con mirina durante 6 horas no produce
células multiaberrantes y el tratamiento con mirina sola durante 18 horas de
exposicion y el tratamiento combinado de MMC y mirina durante 6 y 18 horas de
tratamiento muestran el mismo efecto en la aparicion de células multiaberrantes, con

un numero de células multiaberrantes por debajo de la linea celular AF (figura 8).

En las células AF la exposicién a mirina durante 6 o 18 horas no genero diferencias
en el numero de células multiaberrantes espontaneas (figura 8). La adicion de mirina
al tratamiento con MMC tiende a disminuir el numero de células multiaberrantes en 6

y 18 horas, mas importante en el caso del tratamiento durante 18 horas (figura 8).
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Figura 8. Comparacion de la frecuencia de células multiaberrantes observadas en la

linea celular normal y la linea celular AF bajo diferentes esquemas de tratamiento.
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Frecuencia de rupturas reunidas
De forma similar a las células multiaberrantes, la linea celular normal no presenté de

forma espontanea metafases con rupturas reunidas (figura 9).

En la linea celular normal el tratamiento con mirina durante 6 horas no produce
rupturas reunidas (figura 9). La exposicion a mirina durante 18 horas produce la
aparicion de metafases con rupturas reunidas, en un modo similar a como lo hace la
MMC y el tratamiento combinado con MMC y mirina durante 6 y 18 horas genera una

tendencia a la disminucion de estas alteraciones, sin resultar significativa (figura 9).

En las células AF la mirina durante 6 o 18 horas no gener6 diferencias en las
rupturas reunidas generadas de forma espontanea ni inducida con MMC (figura 9).
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Figura 9. Comparacién de la frecuencia de aberraciones reunidas observadas en la

linea celular normal y la linea celular AF bajo diferentes esquemas de tratamiento.
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Analisis de distribucion en el ciclo celular

Tal y como se esperaba, la distribucion del porcentaje de células de acuerdo a la
fase del ciclo celular de forma espontanea y con el tratamiento con MMC fue similar a
lo reportado, por ejemplo con un aumento en la cantidad de células acumuladas en

fase G2 posterior al tratamiento con MMC (figuras 10y 11).

Para la linea celular normal, el tratamiento con mirina por 6 horas de exposicién no
produce diferencias en el porcentaje de células en fase G1, sin embargo cuando las
células se encuentran ademas tratadas con MMC se produce una tendencia a la
disminucién del porcentaje de las células que se encuentran en esta fase (figura 10)
El porcentaje de las células en fase S con el tratamiento de mirina por 6 horas de
exposicidon muestra una tendencia a la disminucion comparadas con su control,
mientras que al estar tratadas con MMC y mirina este porcentaje aumenta (figura 10).
En el caso de las células en fase G2 el tratamiento combinado de mirina y MMC
durante 6 horas de exposicion produce una tendencia al aumento en la proporcion de
células en esta fase (figura 11). Con relacion al porcentaje de células en fase subG1
el tratamiento con mirina durante 6 horas de exposicion solo o con MMC produce una

tendencia a la disminucion del numero de células (figura 11).

Para la linea AF se observa una tendencia a la disminucién en el porcentaje de
células en fase G1 con el tratamiento con mirina por 6 horas de exposicion, mientras
que las células que fueron también tratadas con MMC en combinacion con mirina por
el mismo tiempo no muestran diferencias (figura 11). Con relacion a la fase S el
tratamiento solo con mirina no genera diferencias comparado con aquellas células no
tratadas, mientras que el combinado de MMC y mirina por 6 horas de exposicion
presenta una tendencia a la disminucién (figura 10). En el caso de las células en fase
G2 la adicion de mirina durante las ultimas 6 horas de exposicion a MMC produce

una tendencia a la disminucién del porcentaje de células en esta fase (figura 11).
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Con relacién al porcentaje de células en fase subG1 el tratamiento con mirina
produce un porcentaje semejante de células en esta fase comparado con la MMC,

siendo en ambos casos superior comparado con su control (figura 11).
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Figura 10. Distribucion en las fases G1 y S. A) fase G1 con tratamiento de mirina
por 6 horas. B) fase G1 con tratamiento de mirina por 18 horas. C) fase S con

tratamiento de mirina por 6 horas. D) fase S con tratamiento de mirina por 18 horas.

Para la linea celular normal el tratamiento con mirina por 18 horas de exposicion
produce un aumento en el porcentaje de células en fase subG1 cuando este no se
acompafna de MMC (figura 10). El porcentaje de las células en fase S con el
tratamiento de mirina por 18 horas de exposicion muestra una disminucion
comparado con su control, mientras que al estar tratadas con MMC y mirina este no
se genera cambio (figura 10). En el caso de las células en fase G2 la adicion de
mirina durante las ultimas 6 horas de cultivo al tratamiento con MMC produce una

hay una tendencia a la disminucion del porcentaje de células en esta fase (figura 11).
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Con relacién al porcentaje de células en fase subG1 el tratamiento con mirina

durante 18 horas de exposicién solo o con MMC no produce diferencias (figura 11).

Para la linea AF se observa una tendencia al aumento del nimero de células en fase

subG1 al adicionar mirina por 18 horas de exposicion al tratamiento con MMC,

mientras que la mirina sola no produce ningun cambio (figura 10). Con relacion a la

fase S el tratamiento con mirina durante 18 horas de exposicién solo o con MMC no

produce diferencias (figura 10). En el caso de las células en fase G2 la adicion de

mirina durante las ultimas 18 horas de cultivo produce una hay una tendencia a la

disminucién del porcentaje de células en esta fase (figura 11). Con relacion al

porcentaje de células en fase subG1 el tratamiento con mirina durante 18 horas de

exposicion sola o con MMC no produce diferencias (figura 11).
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Figura 11. Distribucion en las fases G2 y subG1. A) fase G2 con tratamiento de

mirina por 6 horas. B) fase G2 con tratamiento de mirina por 18 horas. C) fase subG1
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con tratamiento de mirina por 6 horas. D) fase subG1 con tratamiento de mirina por

18 horas.

9. DISCUSION.

La AF es una enfermedad multisistémica con inestabilidad cromosomica que
presenta un amplio espectro de caracteristicas clinicas con expresividad muy
variable. Las principales manifestaciones de la enfermedad se pueden agrupar en 3
categorias: malformaciones congénitas, defectos hematopoyéticos y susceptibilidad

a desarrollar neoplasias [Crossan & Patel, 2012].

Esta patologia es causada por mutaciones germinales en genes cuyos productos
proteicos regulan la reparacion del DNA. Hasta la fecha se han identificado 17 genes
cuyas mutaciones son la causa de la AF [Bogliolo M, et al., 2013] y todos colaboran
en la reparaciéon de ICLs mediada por la via FA/BRCA.

Las proteinas de la via FA/BRCA conjunta mecanismos criticos de reparacioén del
DNA: NER, TLS, NHEJ y HRR; por lo tanto, una mutacién en estos genes produce
alteraciones en cualquiera de estas vias, generando el fenotipo celular de la AF. Los
pacientes y las lineas celulares con AF muestran hipersensibilidad a agentes
alquilantes bifuncionales, como el DEB y la MMC, presentando un incremento
importante en el numero de AC, tanto de forma espontanea como inducida, esta
caracteristica celular es la base del diagnostico de la enfermedad.

Ademas de lo anterior, la via FA/BRCA esta involucrada en la determinacién del tipo
de reparacion celular ante una lesibn en el DNA; se ha descrito que no sodlo
promueve la HRR, sino que también regula negativamente a la NHEJ (tanto la via
candnica como la alterna) [Pace et al. 2010] y se sugiere que puede estar

relacionada con la eleccion de la via de reparacion. Esto es un proceso altamente
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complejo y aun no bien entendido, que esta regulado por otras moléculas como el
complejo MRN, que posee funciones de sensor, sefializador, regulador y efector en
los primeros pasos de la respuesta de reparacion de las DSBs [Taylor EM et al.,
2010; Zha S et al., 2009].

El objetivo de este trabajo fue bloquear el funcionamiento de la proteina MRE11, y de
este modo inactivar la funcion del complejo MRN en células normales y con AF. Para
llevar a cabo este bloqueo se utilizé un compuesto conocido como mirina. Se sabe
que la mirina es un bloqueador especifico del complejo MRN y se ha observado que
tras su administracion ocurre una disminucion en la concentracion de la proteina
MRE11, asi como una co-deplecién de las otras proteinas que forman parte del
complejo MRN (RAD50 y NBS1), bloqueando asi su actividad [Costanzo et al., 2001;
Dupré et al., 2008].

Multiples vias, como la deteccion del dafo al DNA, la regulacién del ciclo celular, la
amplificacion de la sefal de dafo en colaboracion con la cinasa ATM y la
estimulacion de las vias de reparacion, tanto HRR como NHEJ, resultan bloqueadas
luego de la inhibicién de la proteina MRE11 [Taylor EM et al., 2010; Zha S et al.,
2009].

Hasta el momento no esta bien determinado cdmo la inhibicion de MRE11 puede
afectar las vias de reparacion del DNA, pero se postula que la inhibicion de MRE11
afecta un paso en comun, previo a la eleccion de la via de reparacién, conduciendo a
alteracion de todas la vias; una posibilidad es la funcion que MRN, en conjunto con

otras proteinas, tiene sobre el remodelamiento de la cromatina.
En nuestros experimentos ambas lineas celulares fueron tratadas con MMC durante

24 horas para inducir dafo en el DNA y con mirina durante las ultimas 6 y 18 horas
de cultivo para inhibir a la proteina MRE11. Con ello se buscaba inhibir al complejo
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MRN primordialmente durante la fase G2 del ciclo celular (6 horas de exposicion) y

durante el transito a través de la fase S (18 horas de tratamiento).

Dupré et al., encontraron un porcentaje de sobrevida disminuido a mas menos del
60% a partir de una dosis de mirina de 50uM, sin mostrar una disminucion
significativa con dosis de 10, por ello se considero que estas dosis fueran las

utilizadas en los experimentos.

Tal y como se esperaba, la frecuencia de ab/cel y la frecuencia de células aberrantes
fueron significativamente mayores en las células AF en comparacién con las células

normales, tanto de modo espontaneo como después del tratamiento con MMC.

El tratamiento con mirina durante 6 horas de exposicion tiende a disminuir la
frecuencia de ab/cel y la frecuencia de células aberrantes, con tratamiento y sin
tratamiento de MMC; mientras que la administracion de mirina durante 18 horas no
muestra tendencia a la disminucion de ac/cel, sin embargo ninguno de estos
parametros resultdé estadisticamente significativo. Las tendencias observadas
pudieran estar en relacion a que la mirina administrada durante 18 horas al cultivo
celular es metabolizada y/o a que las células tienen mas tiempo para la sintesis de
nuevas moléculas de MRE11, sustituyendo a las que han sido bloqueadas con la
mirina y por lo tanto las tendencias son mas notables en la administracion de mirina

solo por 6 horas.

Asi mismo, la distribucion del porcentaje de células de acuerdo a la fase del ciclo
celular de forma espontanea y con el tratamiento con MMC fue similar a lo reportado
[Heinrich et al. 1998], con un aumento en la cantidad de células AF acumuladas en la
fase G2 posterior al tratamiento con MMC. La administracion de 10 yM/mL de mirina
durante 6 horas de exposicibn no mostré cambios en los porcentajes de células de
acuerdo a la fase del ciclo celular de forma espontanea y con el tratamiento con

MMC, semejante a los reportado por Dupré et al., quienes so6lo encontraron cambios
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en las concentraciones de 50uM y 100uM, lo que sugiere que dosis mas bajas de
ésta no producen el mismo efecto. Sin embargo, si se observan efectos en las fases
G2 y subG1. El tratamiento combinado de MMC con mirina produce una disminucién
en el numero de células en G2 tanto con 6 como 18 horas de exposicion. Mientras
que el numero de céulas en fase subG1 aumenta con 6 horas de exposicion, lo que

puede sugerir una muerte celular relacionada con el uso de mirina, aun a bajas dosis.

Dadas estas observaciones se podria pensar que la mirina administrada por 6 horas
podria promover la NHEJ; dado que disminuye la frecuencia de células con
aberraciones y las aberraciones por célula, mientras que aumenta el numero de
figuras radiales. Lo cual correlaciona con el hecho de que disminuye la frecuencia de
células en G2. Si consideramos que una figura radial ya no es un cromosoma roto,

podriamos pensar que eso promueve la salida de células de la fase G2.

Sin embargo, la mirina por 6 horas también aument6 el numero de células en subGH1,
hecho que se interpreta como un aumento en la muerte celular, condicionando la
disminucién de las células con aberraciones y la disminucién del numero de células
en G2. En este sentido, la inhibicion del complejo MRN, al actuar como un regulador
maestro, inactivaria a la HHR y a la NHEJ, conduciendo a la muerte celular., sin
embargo, en nuestros estudios no pudimos determinar la fase del ciclo celular en la

cual esta ocurriendo la muerte de estas células en respuesta a la mirina.

Es importante mencionar que ya sea la dosis de 10uM de mirina o que el tiempo de
tratamiento sean insuficientes para evaluar y caracterizar todos los cambios, es
posible que sea necesario usar dosis diferentes o bien un tiempo de exposicion
diferente. Segun los datos obtenidos entre mas tiempo pasa después de la

administracion de MMC, las células van mostrando mas aberraciones cromosémicas.

Otro aspecto a considerar es que la mirina pudiera tener otros blancos de inhibicion

y, por lo tanto, alterar la funcién de otras moléculas que no han sido consideradas, ya
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que a pesar de ser un excelente inhibidor de la proteina MRE11, la mirina no es
completamente especifica [Garner KM, et al.,, 2009; Dupré A, et al.,, 2008]. Asi
mismo, es importante mencionar que la proteina MRE11 no solo forma parte del
complejo MRN, si no que, de forma independiente (como homodimero) puede
desempenar otras funciones y por lo tanto la inhibicion de MRE11 con la mirina
podria alterar otras de sus funciones, como su actividad exonucleasa y de unién al
DNA) [Williams et al., 2008].

Por otro lado es necesario considerar que el complejo MRN no sdélo ha sido
involucrado con la reparacion del DNA, sino también con el mantenimiento de los
telomeros [Chamankhan M & Xiao W, 1999] y el ensamblaje del huso mitotico
dependiente de Ran [Rozier L et al., 2013], por lo que la alteracién en la funcién del
complejo MRN, provocada por la mirina, no queda circunscrita a los complejos
localizados en los sitios de dano al DNA, y pudiera tener un efecto sobre los
complejos MRN relacionados con la segregacion de los cromosomas o los que se

localizan en la region telomérica.

10. CONCLUSIONES.

Con nuestros experimentos es posible observar hallazgos interesantes en relacién al

papel que juega la mirina con su actividad de bloqueo del complejo MRN en la

respuesta celular normal y AF ante el tratamiento como MMC.

En primer lugar, a nivel citogenético se observo que la mirina administrada solo

durante 6 horas disminuye el numero de AC y de células aberrantes, aumentando el

numero de figuras reunidas, aunque no de forma estadisticamente significativa.
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Por otro lado, el tratamiento con mirina por 6 horas disminuy6 el nimero de células

en la fase G2 del ciclo celular, mientras que la fraccion subG1 (apoptética) aumento,

ambas situaciones con una diferencia estadisticamente significativa.

Por lo anterior consideramos que se requieren mas experimentos, con diferentes

dosis o tiempos de tratamiento, asi como analizar si existen otras modificaciones

producidas por el tratamiento con mirina para definir a mayor detalle el papel que el

complejo MRN tiene en las probables rutas alternas de reparaciéon de ICLs que

poseen las células con AF.
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