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RBSUMBN 

El arsénico (As) es un contaminante ambiental considerado un carcinógeno 

humano. Existen evidencias de que inhibe algunos de los mecanismos de reparación, 

produce daño al DNA Y retraso en la proliferación celular de linfocitos humanos, esto 

probablemente debido a la alteración de la polimerización y despolimerización de los 

microtúbulos, al daño en el DNA y a modificaciones en la expresión de genes 

reguladores del ciclo celular como p53, observándose en estos dos parámetros variación 

en la susceptibilidad individual. Siendo la anemia de Fanconi (AF) un síndrome de 

inestabilidad cromosóIIÚca que presenta respuestas específicas ante ciertos genotóxicos, 

deficiencias en la capacidad de reparación del daño al DNA, anormaJidades en el ciclo 

celular y predisposición a cáncer, probablemente debido a la deleción o inactivación de 

genes supresores de tumores, se usaron líneas linfoblastoides de cinco grupos de 

complementación de AF y una línea normal para evaluar la sensibilidad a los efectos del 

arsenito de sodio a través del análisis de la viabilidad celular por el método de diacetato 

de fluoresceína~bromuro de etidio y la inmunodetección de la proteína supresora de 

tumores p53 por Western blot, en cultivos celulares tratados con diferentes 

concentraciones de As, durante 24 horas. 

Los resultados obtenidos indican que el arsénico tiene un efecto citotóxico sobre 

las distintas líneas linfoblastoides utilizadas disminuyendo la viabilidad de manera 

inversamente proporcional a la concentración utilizada. También se observó que este 

metaloide produce modificaciones en la expresión de la proteína p53 dependientes de la 

línea celular y de la dosis utilizada. Tras la evaluación de ambos parámetros se logró 

apreciar una sensibilidad diferencial entre las líneas utilizadas, de manera que algunas 

de ellas se presentan como más sensibles y otras como menos sensibles. 

Estos resultados nos permiten proponer que el arsenito de sodio está causando 

un daño celular, presumiblemente actuando a diferentes niveles, en los cuales podrían 

encontrarse involucradas las proteínas de anemia de Fanconi tal vez de manera p53 

dependiente. 
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ARSIlNICO 

Los humanos han estado en contacto con los metales casi desde el principio de su 

existencia. De hecho, uno no podría imaginar la evolución humana sin considerar el 

importante papel que han jugado éstos en el desarrollo de la humanidad (Rojas, 1999). 

Los metales y metaloides son introducidos al ambiente tanto de forma natural 

como de manera antropogénica. Estos elementos se encuentran prácticamente en todos 

los organismos vivos donde exhiben una gran cantidad de funciones biológicas. Son 

ingeridos diariamente por los humanos, a dosis no perjudiciales, como parte de la dieta 

y en algunos casos SOl).. importantes nutricionalmente, además usualmente se encuentran 

distribuidos en el aire, el suelo y el agua, uno de estos metaloides es el arsénico. 

FlSICOQUIMlCA DEL ARSENICO 

El arsénico (As) es un elemento ubicuo, se sitúa en la Tabla Periódica en el grupo 

15 antiguamente llamado V bajo el nitrógeno y el fósforo, su número atómico es 33 y su 

peso atómico 74.9. Está clasificado como elemento de transición o metaloide debido a 

que comparte diversas propiedades físicas y químicas con elementos metálicos. 

Es un elemento natural de color gris metálico, que se encuentra usualmente en la 

naturaleza combinado con otros elementos como oxigeno, cloro y azufre formando 

arsénico inorgánico o con carbón (de manera covalenle) o hidrógeno constituyendo 

c.ompuestos orgánicos. La mayoría de estos son polvos blancos o incoloros, inodoros, 

insípidos y no suelen evaporarse, debido a 10 cual es dificil determinar su presencia en el 

ambiente. 

El estado de oxidación de los compuestos arsenicales enc.ontrados en el ambiente 

es trivalente (1Il) ó pentavalente (V), mucha de la química de estos compuestos resulta 

de la fácil conversión entre estos dos estados. Dentro de los compuestos pentavalentes se 
encuentran los arsenatos, los cuales son las sales del ácido arsénico HJAsO... Los 

arsenitos y las sales del ácido arsenioso contienen arsénico trivalente. El As (1Il) existe en 

la mayoría de las fuentes naturales de agua comO As(OH), y es más móvil que el As (V) 

debido a que es menos fuertemente absorbido en la mayoria de las superficies minerales 

(EPA,1999). 
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El análisis de los efectos tóxicos del arsénico es difícil debido a las diferentes 

valencias que presenta y a los compuestos que puede formar. La mayoría de los casos de 

toxicidad hwnana han sido asociados a exposiciones ante compuestos arsenicales 

inorgánicos. 

DISTRIBUCIÓN EN EL AMBIENTE Y VlAS DE EXPOSICION AL ARSENICO 

El As está ampliamente distribuido en la corteza terrestre, ya que forma parte de 

la ganga (materia mineral) y puede ser liberado al ambiente a través de las emisiones 

volcánicas y la erosión de depósitos mínerales, así como por las actividades humanas. 

No es degradado en el ambiente aunque si puede ser transformado por acción química o 

biológica a través de ciertas bacterias, algas y algunas especies de hongos (A1SDR, 1998; 

EPA,1999). 

Se encuentra en el suelo, el agua y el aire como un contaminante ambiental 

común (Abernathy, 1999). La mayoría de los compuestos arsenicales pueden disolverse 

en el agua, la lluvia, la nieve o los deshechos industriales y de esta forma llegar a lagos, 

ríos o mantos actúferos (A1SDR, 1998), además, bajo altas temperaturas generadas 

durante la combustión en la industria, es obtenido comO bioproducto de la fundición del 

cobre, el plomo, el zinc y otros metales, en forma de polvo. Este polvo puede ser 

colectado, purificado y utilizado como preservador de madera o en la fabricación de 

pesticidas (insecticidas y herbicidas), lo que ha incrementado su dispersión. 'También 

puede ser liberado al ambiente a partir de las rocas y minerales en las aguas termales y 
las plantas de energía geotérmica o a través de la combustión del carbón (Landrigan, 

1981). 

El compuesto inorgánico más común en el aire es el trióxido de arsénico (As20 3)J 

mientras que Jos arsenatos (AsO.') o arsenitos (AsO,) lo son en el agua, el suelo o la 

comida. Algunos estudios han mostrado que existen diferencias en la toxicid.ad ante 

dichos compuestos, de manera que los compuestos tl'ivalentes son más tóxicos que los 

pentavalentes, aunque varios metil y feni! derivados son altamente utilizados en l. 

agricultura y por lo tanto deben ser tomados en consIderación (A 1SDR, 1998). 

El arseniuro de galio (GaAs) es otro de los compuestos con importancia en la 

salud hUI!\ana, debido a su amplio usO en la fabricación de semiconductores para la 

industria electrónica. Los datos sobre tOlOcocinética sugieren que a pesar de que este es 
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un compuesto poco soluble puede disolverse lentamente y oxidarse para formar trióxido 

de galio y arsenito. Los efectos tóxicos de este compuesto son atribuidos al arsenito 

liberado y a las especies de galio que lo conforman (AlSDR, 1998). 

Otros de los compuestos o especies del arsénico que se sabe que pueden 

encontrarse en el agua y la comida consumidos por los humanos son la arsina (AsH,) y 

sus derivados metilados, que son gases o liquides volátiles, encontrados comúnmente en 

zonas de desechos, con una alta toxicidad. También se pueden encontrar el ácido 

arsenoSQ, ácido arsénico, ácido monometilarsónico y dimetilarsínico. la arsenocolina y la 

arsenobetaina (EPA, 1999). 

El As está usualmente en bajas cantidades en el suelo, 5000 ppb; el agua, 2 ppb; el 

aire, 0.02 - O.lllg/m' y la comida principalmente de tipo marino (peces y crustáceos), 20 

- 140 ppb. De tal manera que la cantidad de arsénico a la que estamos expuestos es 

aproximadamente 50 Ilg/ día, cantidad que en zonas industriales y/o contaminadas se 

encuentra 100 veces lllás elevada (AlSDR, 1998). 

De hecho el agua en algunos lugares como Argentina (Astolfi, 1981), Chile 

(Borgoño, 1977), China, Taiwan (Gou, 1994), India (Das, 1994 y 1995; Chowdhury, 2000) 

y México (Cebrián, 1994) rebasa el Jimjte máximo permisible (50 Ilg/L para el agua de 

bebida), lo que ha resultado en varios casos de hiperqueratosis, hiperpigrnentación y 

cáncer de piel (Tondel, 1999). Problema que en lugares dentro de la República Mexicana 

como Puebla, Chihuahua, Hidalgo, Morelos, Nuevo León. Coahuila y Durango, se ha 

vuelto preocupante. 

Las principales vías por las que el As puede entrar al cuerpo son oral (:>90%), 

aérea (70-80%) y cutánea (1-2%). Cabe señalar que los niños están expuestos al arsénico 

a través de las mismas vías que los adultos, además de que este puede cruzar la barrera 

placentaria y también encontrarse en la leche materna, por lo cual los fetos y los 

lactantes pueden estar expuestos a este metaloide por vías únicas durante su desarrollo 

(AlSDR, 1998). 

Algunos estudios sugieren que los efectos adversos sobre el desarrollo infantil se 

deben a la acción directa de los qulmicos sobre las células en crecimiento. El arsénico 

produce entonces malformaciones características que incluyen defectos en el cierre de 

tubo neural y en el desarrollo de los riñones, por lo cual se ha postulado que es un 
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teratógeno (ATSDR, 1998). Por otro lado, existen hallazgos que relacionan la exposición 

crónica en lugares como Antofagasta, Chile, con el incremento en el riesgo de muerte 

fetal e infantil (Hopenhayn-Rích, 2000). 

METABOLISMO DEL ARSENICO 

En cuanto al metabolismo del compuesto arsenical, la absorción dependerá de 

su estado físico, por ejemplo, las sales son más solubles en el agua y mejor absorbidas 

que los óxidos. Algunos experimentos han mostrado que existe una gran absorción a 

nivel gastrointestinal tanto de los compuestos trivalentes como de los pentavalentes 

(Tam, 1979). 

La distribución del arsénico en el cuerpo humano depende de la duración de la 

exposición y del compuesto involucrado. El arsénico usualmente se acumula en hígado, 

riñón, pulmón y corazón, aunque se pueden encontrar pequeñas cantidades en tejido 

muscular y nervioso, uñas y cabello. Debido a su parecido con el fósforo se deposita en 

los huesos y los dientes y es retenido en ellos por largo tiernpo (Goodman, 1992). 

Acerca de su biotransfromación en el humano, algunos compuestos 

pentavalentes son reducidos in vivo a la forma trivalente y al parecer, ambas formas son 

metiladas en el hom.bre, porque el ácido dimetüarsénico es la forma más común 

excretada en la orina (Goodrnan, 1992). 

A pesar de que muchos organismos pueden metilar el arsénico, algunos 

mamíferos, incluidos changos y chimpancés, carecen o presentan una actividad 

deficiente en la enzima arsenito-metiltIansferasa dellúgado. Lo cual al parecer indica un 

poli.morfismo génico en esta enzima y una variación en la actividad tejido específica 

(Aposlúan, 1997). Los factores que parecen influir en la metilación del As son las 

especies a las que se está expuesto, las dosis, las rutas de exposición y el tipo de dieta 

(Vahter, 1994). 

La eliminación del arsénico ocurre por diferentes vías: heces, orina, sudor, leche 

materna, pelo, uñas y pulrnones. Algunas de las formas de arsénico permanecen en el 

cuerpo por días mientras que otras lo hacen por meses o más. La vida media de la 

excreción por vía u.rinaria del arsénico es de tIes a cinco d!as (Goodman, 1992). 
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EFECTOS, TOXICOLOGIA y MECANISMOS DE CARCINOGENESIS DEL 

ARSENICO 

La toxicidad del arsénico está en relación con el grado de eliIninaci6n del cuerpo 

y su acumulación en los tejidos. En general, su toxicidad se incrementa de la siguiente 

manera (Goodman, 1992): 

Compuestos orgánicos < As" < As" < arsina (AsH,) 

El arsénico fue usado hace más de 2400 años en Grecia y Roma como agente 

terapéutico y como veneno. Desde la antigüedad el arsérúco inorgánico ha sido 

considerado como un veneno humano que en grandes dosis (>60,000 ppb) causa la 

muerte, pero en dosis pequeñas (300 a 30,000 ppb) produce irritación del estómago e 

intestinos y síntomas como dolo!, nauseas, vómito y diarrea. Otros de los efectos que 

produce SOn la disminución en la producción de células sanguíneas rojas y blancas, 

ritmo cardiaco anormal y un mal funcionamiento nervioso (A1SDR, 1998). 

Los efectos farmacológicos y toxicológicos (Goodman, 1992) de este metaloide 

pueden variar según el órgano y el grado de exposición a él, como se indica a 

continuación: 

En tracto gastrointestinal: pequeñas dosis causan hiperemia (congestión sanguinea) 

esplénica, vesículas bajo la mucosa intestinal, diarrea y una disminución en la 

proliferación normal celular. 

En riñón: la acción del arsénico en los capilares renales, túbulos y glomérulos puede 

causar un daño renal severo. Al principio, hay proteinuria, diversos grados de necrosis 

tubular y degeneración. También puede existir oliguria y hematuria (sangre en orina). 

En hígado: los compuestos arsenicales producen una infiltración grasa, necrosis central, 

cirrosis y oclusión del conducto biliar, además de hepatomegaba y fibrosis portal 

(Santra, 1999). 

En piel: a corto plazo puede producirse necrosis. Una ingestión a largo plazo de 

pequeñas dosis de arsénico inorgánico causa vasodilatación cutánea, hiperqueratosis e 

hiperpigxnentación que eventualmente conllevan a la atrofia y degeneración y 
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posiblemente al cáncer (Goodman, 1992). Además algunos estudios han mostrado que el 

signo más frecuente de exposición al arsénico es la lesión a nivel de piel. Los análisis de 

los diferentes tipos de cánceres producidos han mostrado que existe una diferencia 

racial, de tal forma, que para los Euroamericanos el carcinoma basal celular es el más 

común mientras que para los Asiáticos lo es la enfermedad de Bowen, lo cual sugiere 

una interacción entre el contenido de melanina, la luz ultravioleta y el cáncer inducido 

por As (Abernathy, 1999). 

En Sistema Nervioso: se producen encefalopatías, debilidad muscular en las 

extremidades seguida de atrofia muscular, lesiones cerebrales" sobretodo vasculares y 

necrosis hemorrágica (Donomo, 1987). 

En Sistema Cardiovascular: pequeñas dosis producen vasodilatación y edemas. Dosis 

elevadas provocan dilatación y permeabilidad capilar, traIl$udado de plasma y 

disminución en el volumen intravascular. Una exposición a largo plazo provoca 

gangrena en las extremidades, especialmente en los pies, daño al miocardio e 

hipertensión. 

En tgjidQ hemáticQ: los compuestos inorgánicos afectan la médula ósea y la composición 

celular de la sangre, producen anemia, leucopenia, eosinofilia y un incremento en la 

vascuJarización de la médula e impiden la absorción del ácido fólico. 

Los signos más comunes de una exposición crónica hacia el arsénico son la 

debilidad y el dolor muscular, la hiperpigmentación de la piel, la hiperqueratosis y los 

edemas. Algunos síntomas que pueden crear sospechas acere. de este tipo de exposición 

son el aliento y la transpiración con olor a ajo, estomatitis, dermatitis, vitiligo y 
apoplecia. Eventualmente ocurre una cirrosis del hígado debida a la hepatotoxicidad, 

una disfunción renal, parálisis en las extremidades y alteraciones hematológicas (anemia 

y leucope";.). 

El efecto ntás característico de una larga exposición por vía oral es el cax:nbio a 

nivel de piel, el cual incluye el ennegrecimiento, la aparición de verrugas en las manos y 

la planta de los pies y el cáncer de piel. También se h. reportado que el arsénico 

predispone a carcinomas de tipo basal-superficial y escamoso e incrementa el riesgo de 

cáncer de higado, vejiga, riñón y pulmón, por lo cual el Departamento de Salud y 

Servicios Humanos (DHH5), la Agencia Internacional para la Investigación en Cáncer 
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(lARC), la Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos (EPA) y el Programa 

Nacional de Toxicología (NTP), lo han declarado un carcinógeno humano (ATSDR, 

1998). 

A pesar de lo antes mencionado existen reportes acerca de los efectos benéficos 

del arsénico si se ingieren pequeñas cantidades (10-50 ppb) en la dieta normal. Estndios 

recientes muestran que las anormalidades en el balance de los metales traza pueden 

influenciar la salud humana. En los animales algunos signos de la falta de As incluyen l. 

mortalidad perinatal, la fragilidad osmótica de los eritrocitos, la reducción de los niveles 

de 5-adenosilmetionina (SAM) (Zhao, 1997), la alteración en la producción de 

poliaminas y los efectos en los patrones de metilación. Además se ha reportado que el 

As protege contra la toxicidad del selenio (Abernathy, 1999). Por otro lado, el arsénico 

también se ha usado de manera terapéutica en el tratamiento de la leucemia 

promielocítica aguda (APL) como un inductor de la diferenciación de las células de APL 

in vivo, obteniéndose una remisión del 88% de los pacientes tratados con dosis de 0.06-

0.17 mg/kg diarios de trióxido de arsénico (Camacho, 2000). 

a) Genotoxicidad y carcino~idad: 

A diferencia de muchos carcinógenos, los compuestos arseNcales no inducen 

mutaciones en bacterias y son inactivos o resultan débiles en la inducción de mutaciones 

gónicas en una variedad de células de ma.o:úferos (Li, 1991). La exposición al As causa 

amplificación gónica (Lee-Chen, 1992) y daño cromosómico a bajas dosis además de 

incrementar la mutagénesis de otros agentes, aparentemente al impedir la reparación del 

DNA (Rossman, 1998). 

También se ha visto que el arsenito produce micronúcleos (Ostrosky, 1991; 

Gonseball, 1992; Vega, 1995) y transformación celular morfológica en embriones de 

hámster Sirio (di Paolo, 1979), además, incrementa el número de intercambios de 

cromátidas hermanas y de aberraciones cromos6micas numéricas (tetraploidías) en 

linfocitos humanos tanto tratados in 'VItro como de personas expuestas naturalmente. 

Estudios recientes mostraron que el arsenito de sodio induce la formación de células 

aneuploides en linfocitos tratados in vitro además de alterar el proceso de polimerización 

y depolimerización de la tnbulina, también in vitro (Ramírez, 1997). Además, Vega et al. 

(1995) mostraron que este mismo compuesto tenia un efecto parecido a la colcemida, 

induciendo cambios en el número cromosónUco de linfocitos humanos. 
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Por otro lado, también se ha visto que el As produce rompimientos en las 

cadenas del DNA yentrecruzamientos DNA-proteína en células humanas en cultivo, de 

manera dosis dependiente (Dong, 1993; Schaumloffel, 1998; Ranúrez, 2000) y en células 

de harnster chíno (Gabel, 1998). Estas interacciones podrían explicar la formación de 

aberraciones cromosómicas y el intercambio de cromátidas hermanas provocados por el 

As además de jugar un papel importante en el mecanismo de carcinogenicidad de este 

metaloide. 

Además de los efectos cromosómicos .. también se ha visto que el As altera la 

proliferación celular de individuos expuestos a este metaloide en el agua de bebida así 

como de linfocitos tratados in vitro donde también se vio una inhibición mitótica del tipo 

dosis-respuesta (Ostrosky-Wegman, 1991; Gonsebatt; 1992 y 1994). Estudios posteriores 

relacionados con la proliferación celular y su control a través de genes supresores de 

tumores, mostraron que el gen p53, el cual está involucrado en la regulación de el ciclo 

celular, la reparación y la apoptosis entre otros procesos, es inducido por el As y que 

dependiendo del estado funcional en que se encuentre este gen (normal o mutado) será 

la respuesta ante el daño causado por este metaloide. En este estudio se observó que las 

líneas celulares cuyo p53 era normal respondían mejor ante el daño con respecto a las 

células con el gen p53 mutado (Salazar, 1997). Esto último es importante debido a que se 

ha visto que el gen p53 se encuentra mutado en el 50% de los cánceres y como ya se 

mencionó anteriormente, el As es considerado tul agente carcinogénico, clasificado en el 

grupo A (con suficiente evidencia en sereS humanos) por la ¡ARC (1980), cuya evidencia 

epidemiológica soporta la idea de una asociación entre la exposición crónica al As y el 

incremento en el riesgo a presentar cáncer de piel, hígado, vejiga, riñón, prostata y 

pulmón (Bojián, 1982; Cebrián, 1983; Lee, 1988; Ostrosky, 1991; Bate, 1992 y Chiou, 1995). 

b) Mecanismos de acción: 

Debido a 10 anterior se han propuesto varios m.ecanismos o vías por los cuales el 

arsénico puede estar actuando: 

A nivel celular, se conoce que altera la fosforilación oxidativa mitocondrial, 

estimulando la actividad de la A TPasa de estos organelos y la oxidación en la ausencia 

de fosfato inorgánico (Schil1er, 1977), tal vez a traves de la sustitución competitiva de 

éste, en la formación de adenosin trifosfato. Estas evidencias se han visto apoyadas por 
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algunos estudios en roedores, en los que se ha observado que el arsenito disminuye los 

niveles hepáticos de ATP (Bianchi, 1982; Chen, 1986). 

Por otro lado el arsenito tiene una alta añnidad por los sulfuros, debido a 10 cual 

se cree que su toxicidad está dada por la interacción con grupos tioles pudiendo inhibir 

las funciones de algunas proteinas y enzimas (e.g. piruvato deshidrogenasa y 2-

oxoglutarato deshidrogenasa) al reaccionar con los grupos sulfidrilo (Goodman, 1992; 

EPA, 1999). 

El arsénico presenta una acción inhibidora en la enzima glutatión reductasa y en 

los substratos con rucotín-adenin-dinucleótidos los cuales están involucrados en la 

síntesis de A TP Y la fosforilación de otras especies íntracelulares, pudiendo desempeñar 

esta acción un papel importante en el estrés oxidativo y la regulación génica. 

También se ha visto que el As es detoxificado a través de la metilación usando 

enzimas como la metiltransferasa y la SAM como un donador de grupos metilo (Healy, 

1998), por lo que se ha postulado que el posible mecanismo de acdón podria ser a través 

de alteraciones en la metilación de genes supresores de twnores por esta vía. De hecho, 

se ha visto que el arsenito puede actuar como un carcin6geno al causar hipometilad6n 

del DNA lo que conlleva a una mala expresión génica (Zhao, 1997). Al respecto se ha 

observado que tanto el arsenato como ei arsenito causan una hipermetilación en el 

promotor de p53 y en secuencias CpG a lo largo del genorna (Mass, 1997). Por otro lado, 

estudios m vitro aportan evidencias de que el arsenito disminuye los niveles de SAM 

causando una hipometilad6n global en las células del hígado (Zhao, 1997). 

Se ha visto que el tratamiento con arsenito disminuye los niveles de glutati6n e 

incrementa la peroxidación de lípidos en el hígado, riñón y corazón de ratas, 10 cual 

produce sustancias dañinas cOmO lípidos hidroperoxidados y especies con electrones no 

apareados, que dañan el DNA por oxidación o formación de aductos (Ramos, 1995). 

Varios estudios han reportado que el As inorgánico afecta los mecanismos de 

reparación del DNA, tal vez a través de la inhibición de enzimas involucradas en la 

excisión yen la reparación postreplicativa (Okui, 1986; Lee-Chen, 1992 y 1993). Aunque 

algunos autores postulan que debido a que se ha visto que ninguna enzima de 

reparación es sensible a la inhibición por arsenito, se ha postulado que este interfiere con 

el control de la reparación máS que con las enzimas de reparación (Rossman, 1998). 
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Es por ello que aunque desconocemos la manera exacta en la que el arsénico 

causa daño al DNA, SÍ sabemos que existen varias vías involucradas en el proceso de la 

carcinogénesis mediadas por este metaloide que incluyen, desde la interacción directa 

con ciertos grupos o elementos del DNA y / o proteínas, hasta la acción indirecta a través 

de la alteración de diversas enzimas. 
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ANIlIVIIt. gil Ft.NCONI 

La anemia de Fanconi fue descrita en 1927 pOI el Dr. Guido Fanconi como un 

síndrome que involucra pancitopenia progresiva asociada a anormalidades congénitas. 

Es una enfermedad autosómica recesiva que usualmente se agrupa con los síndromes de 

inestabilidad cromosómica y predisposición a cáncer ComO Ataxia Telangiectasia~ 

Xeroderma pigmentoso y Síndrome de Bloom, entre otros (Strathdee, 1992; Joenje, 

1995). 

Se encuentra en todas las razas y grupos étnicos, con rula prevalencia de 1 : 

26,000 en individuos blancos al: 476,000 en población negra; en caucásicos se ha 

estimado que esta enfermedad tiene una frecuencia para homocigotos de 1 en 350,000 y 

para heterocigotos de 1 en 200 (Alter, 1991 y 1993; Heim, 1992; Strathdee, 1992; 

Macdougall, 1994; Joenje, 1995). La frecuencia de la AF varia según el grupo étnico o el 

país, algunos grupos tienen una alta incidencia debido al efecto fundador. La frecuencia 

de heterocigotos para africanos del Sur de Africa es de 1 en 100 Y para judíos Ashkenazi 

de 1 en 89, también se ha visto que hay grupos altamente afectados como los Turcos y 

Saudi-árabes debido a los matrimonios consanguíneos (Auerbach, 1997). 

CARACTERlSTlCAS CLlNICAS 

El cuadro clínico es muy variable, algunos de los pacientes muestran severas 

malformaciones congénitas mientras que otros están libres de ellas (37<>/0) y la 

pancitoperua, presente en el 90% de los casos, muestra variabilidad en cuanto a ~a 

gravedad y la edad de inicio (Esmer, 1999), debido a ello el diagnóstico con base en 

criterios clínicos es poco confiable, por lo que se utilizan para el diagn6stico la 

evaluación de rompimientos cromosómicos causados por clast6genos como la 

mitomicina e (MMC) y el diepoxibutano (DEB) (Strathdee, 1992; Uu, 1994). 

a) Anormalidades hemato16s1ca.:;: 

La anormalidad hematológica más común es la pancitopenia progresiva (baja 

cuenta de glóbulos rojos, blancos y plaquetas) que se desarrolla entre los cinco y diez 

años de edad y comienza con una trombocitopenia, seguida de una granulocitopenia y 
una anemia aplástica. También pueden presentar linfocitosis (por disminución de 

granulocitos), baja producción de interleucina-6 (lL-6) y sobreproducción del factor de 
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necrosis tumoral alfa (TNFa). Usualmente la muerte se origina por alteraciones de la 

médula ósea entre la edad infantil y la adolescencia (Strathdee, 1992; Uu, 1994; Joenje, 

1995; Buchwald, 1998). 

b) Malignizaciones: 

Existe una mayor predisposición a presentar tumores malignos que podría 

deberse a la deleción o inactivación de genes supresores de tumores por pérdida alélica. 

Alter (1999) encontró que del 18 al 25% de los pacientes con AF desarrollan 

cáncer, siendo el tipo más común de malignización (50%) la leucenúa núeloide aguda. 

En cuanto a los tumores sólidos, podemos encontrar de diversos tipos: 

hepatomas, cardono:mas hepatocelulares, orofaríngeos, gastrointestinales y tumores 

ginecológicos. Los tumores líquidos suelen presentarse antes de los 20 años mientras que 

10$ tumores sólidos después de los 25 (Zakrzewski, 1980; Strathdee, 1992; Uu, 1994; 

Joenje, 1995; Buchwald, 1998). 

c) Otras anormalidades clínicas: 

Los pacientes con AF presentan de mallera clásica una gran variedad de 

malformaciones congénitas. Las características clínicas más comunes son las 

anormalidades morfométricas como bajo peso al nacer, retardo en el crecimiento, 

lesiones en la piel (hiperpigmentación, hipo pigmentación, manchas café-au-lait), 

dismorfias faciales (microcefalia, microfta..l.mia y microstomia), alteraciones esqueléticas 

(ausencia de radio y pulgares) y malformaciones renales, de sistema nervioso central y 

genitales (tabla 1) (Strathdee, 1992; Uu, 1994; Alter, 1993 Y 1994). 
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Anormalidad Porcenta" e % 
Balo "eso al nacer 13 

Talla baja 62 
Anormalidades craneoíaciales 28 
Alteraciones cardiopulmonares 7 

Anormalldades gastrointestinales 4 
Malformaciones renales 24 

Alteración en miembros superiores 50 
Alteración en miembros inferiores 9 

HipogonaWsmo masculino 40 
Hipogonadismo femenino 3 

Pigmentación anormal de la piel 51 
Retardo mental 13 

Tabla 1. Posibles alteraciones en los pacientes con anemia de Fanconi (Modificado de 
Alter, 1993). 

FENOTIPO CELULAR 

a) Inestabilidad cromosómica. espontánea. 

La inestabilidad cromosómica es una característica distintiva en los pacientes con 

AF. Mediante técnicas citogenéticas se ha visto que los individuos con dicha enfermedad 

presentan \IDa elevada frecuencia de aberraciones espontáneas tanto m vivo en células de 

médula ósea como in vitro en células en cultivo (linfocitos, fibroblastos y linfoblastos) 

(Schroeder, 1982; eohen, 1989). 

Las aberraciones que se observan predomi.nantemente son los rompimientos 

cromatídicos, los intercambios, los gaps y las figuras multirradiales que involucran 

cromosomas nO homólogos (Schroeder, 1982; eohen, 1989) (Figura 1). Otra anomalía es 

la aparición de linfocitos clonales portadores de marcadores cromosómicos (Huret, 

1988). El que el tipo de daño sea predominantemente del tipo cromatídico sugiere que el 

origen es después de l. replicación del DNA, durante las fases S o G2 del ciclo celular. 

De esta forma se propone que este mcremento en la inestabilidad cromosóntica 

espontánea contribuye al alto riesgo a presentM cáncer en los pacientes con AF 

(Waishsz, 1999). 
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b) Sensibilidad a a~ntes formadores de enlaces cruzados: 

El gran número de aberraciones cromosómicas presentes en los pacientes se ve 

incrementado cuando se utilizan agentes alquilantes bifuncíonales como la MMC, el 

DES, la mostaza nitrogenada, la ciclofosfamida, el cisplatino y el 8 metoxi-psoralen (8-

MOr) con luz ultravioleta, los cuales producen mono y diaductos y ante los que 

presentan una hipersensibilidad, característica que ha permitido el diagnóstico aún 

antes de que se desarrolle la anemia (Strathdee, 1992; Uu, 1994; Joenje, 1995; Buchwald, 

1998). En un estudio realizado con una muestra de la población mexicana se reportó que 

la frecuencia de aberraciones cromosómicas espontáneas en células de AF varia entre W1 

10 Y un 60 %, mientras que la frecuencia de aberraciones inducidas con 40 ng/mI de 

MMC se ve incrementada hasta un 300%, resultados que son significativamente 

diferentes a los que se observan en individuos normales expuestos al mismo 

tratamiento, cuyos valores oscilan alrededor del 35 % (Frias, 1986). 

La sensibilidad de las células de AF en cultivo con respecto a los efectos 

clastogénicas provocados por los agentes alquilan tes bifuncionales es paralela a una 

marcada susceptibilidad en cuanto a la citotoxicidad, demostrada por la muerte celular 

(Weksberg, 1979; Ishida, 1982; Wunder, 1983) y la inhibición del crecimiento (Esmer, 

comunicación personal), ocasionada por agentes como la MMC, el DES y el S-MOr 

activado con luz UV. 

a) ,-.,,~ b) -
/ . .. .s ~ 
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1" ..... ),(' -'; t ~ \ ,. )t 1 
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Figura l. Aberraciones t:romos6micas presentes en linfocitos de un pa.ciente con 
anemia de Fanconi después de haber sido tratados con al DEB (O.ll1g!ml) y bl MMC 
(20 nglmlJ. Se logran apredar algunas de las aberraciones mas frecuentes como los 
rompimienlos cromatidicos, los fragmentos y las figuras multírradiales. 
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e) Mutabilidad: 

A pesar de la marcada sensibilidad ante los agentes alquilantes bifuncionales, las 

células de AF son hipomutables para ciertos loci (Strathdee, 1992; Uu, 1994; joenje, 1995; 

Buchwald, 1998). Por ejemplo, el exponer células de FA-A y FA-B a 8-MOP + UV 

produce pocas mutaciones en el locus HPRT y en el locus de la ATPasa de Na/K 

(Papadopoulo, 1990). Estos resultados son controversiales ya que Vijayalaxmi y 

colaboradores (1985) encontraron una elevada frecuencia de mutaciones espontáneas en 

ellocus HPRT de linfocitos circulantes. 

Por otro lado, se ha visto que las mutaciones espontáneas e inducidas mas 

frecuentes en células normales son mutaciones puntuales, mientras que en las c.élulas de 

AF la mayoría son deleciones. Estas deleciones presumiblemente se originan de 

rompimientos sitio-específicos (Papadopoulo, 1990) y son incrementadas por la mala 

fidelidad que se lleva a cabo en la unión de los rompimientos de doble cadena y los 

eventos de recombinación (Escarceller, 1997; Smith, 1998). 

d) Sensibilidad al oxí&eno: 

Otra característica fenotípica es la sensibilidad in vitro a los efectos tóxicos del 

oxígeno y a otras especies reactivas de este (ROS). Se ha propueslo que las células de AF 

son hipersensibles al oxígeno debido a que los cultivos primarios de fibroblatos de 

pacientes con AF crecen mejor en ambientes con 5% de oxígeno que en ambientes con 

20% de este gas (Schindler, 1988), también se ha visto que el daño cromosómico 

correlaciona con la cantidad de este elemento en linfocitos en cultivo Ooenje, 1981). Estas 

ideas son apoyadas por observaciones en las cuales se muestra que linfocitos normales 

cultivados en ambientes con elevadas cantidades de oxígeno (40-60%) muestran un daño 

cromosómico similar al de linfocitos de AF cultivados en ambientes COn 20% del mismo 

Ooenje, 1986). 

Muchos agentes alquilan tes inducen especies reactivas de oxigeno por lo que la 

sensibilidad de las células de AF al oxígeno y a este IlpO de agentes puede estar dada 

debido a defectos en la defensa contra ellas, lo cual puede explicar la sensibilidad 

selectiva de algunas células de AF cuando son cultivadas en 20'10 de oxigeno y tratadas 

con MMC en comparaci6n con aquellas cultivadas con 5% de oxígeno y tratadas de la 

misma manera (Wisfisz, 1999). A este respecto se ha visto que la adición de 
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antioxidantes y/o enzimas antioxidantes como la superóxido dismutasa y la catalasa 

producen un efecto en la estabilidad y el crecimiento celular, protegiendo a las células de 

los agentes c1astogénicos (Buchwald, 1998). Se han hecho investigaciones sobre los 

niveles de este tipo de enzimas presentes en las células de AF, pero los resultados son 

inconsistentes. Por otro lado, al parecer existe un defecto en el sistema del NF-KB, el cual 

está involucrado en la respuesta ante el estrés oxidativo (Buchwald, 1998). 

e) Linfocinas: 

Se ha propuesto que el fenotipo de los pacientes con M puede estar dado en 

cierta medida por las alteraciones a nivel de linfocinas. 

Tanto en cultivos de médula ósea como en células mononucleares de sangre 

periférica de pacientes homócigotos para la AF, se ha encontrado una menor producción 

de IL-6 y del factor estimulante de colonias de macrófagos y granulocitos (GM-CSF). 

También se ha observ<'.do una des-regulación en el TNFa., con un incremento de este 

factor en el meé ." células de FA-A, B, e y D (hasta ocho veces) y en el suero de 

pacientes tanto .r~(lm(¡ClgotO$ como heterócigotos (Roselli, 1994). 

1': - Otra parte, varios investigadores han demostrado por distintas metodologías 

que el fenotipo celular puede corregirse parcia..lroente a través de estrategias como la 

adición de IL-6 o anti-1NFo: al medio de cultivo (Roselli, 1992; 1994) Y lo la cocultivación 

con células normales y la adición de plasma humano normal (Caroevale, 1985). 

f) Alteraciones en reparación: 

La hipersensibilidad de las células de AF ante los agentes bifundonales que 

producen rompimientos inter e intracatenarios junto con la inestabilidad cromos6mica 

espontánea, proveen evidencias para proponer que el defecto básico involucra algún 

aspecto de la reparación del DNA, esta hipótesis es bastante controversial debido a los 

diferentes resultados que se han obtenido. Sasaki (1975) postuló un defecto en la 

reparación y remoción de los enlaces cruzados intracatenarios, Papadopoulo y 
colaboradores (1987) observaron únicamente un defecto en la incisión en los enlaces 

cruzados, mientras que otros autores no encontraron ningún defecto en la reparación de 

estos enlaces (Fornace, 1979; K.ye, 1980). Es posible que esta variación en los resultados 
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se deba al uso de distintas lineas celulares y I o grupos de complementación (Strathdee, 

1992; Joenje, 1995). 

También se ha estudiado la fidelidad de la reparación por excisión, donde se ha 

encontrado un defecto parcial en la incisión de los enlaces cruzados intercatenarios. 

Estudios más recientes han revelado la ausencia de una proteína de unión al DNA con 

especificidad para los enlaces cruzados. Entonces, el defecto puede deberse en parte a la 

falta de esta proteína de reconocimiento o a la deficiente función del complejo 

endonucleasa involucrado en el proceso de incisión (Strathdee, 1992; Liu, 1994). 

Además, debido a que las células de AF presentan bajos niveles de NAD· y que 

la reparación dependiente del metabolismo de NAD> también es deficiente, algunos 

autores han propuesto un defecto en la poli(ADP)-ribosiltransferasa, la cual esta 

involucrada en el reconocimiento del daño al DNA Y más específicamente en los 

rompimientos de una hebra, aunque existen reportes que contradicen lo anterior 

(5trathdee, 1992; Buchwald, 1998). 

Joenje y GilIe han propuesto que en las células de AF un conjunto de proteinas 

nor.malmente involucradas en la reparación de enlaces cruzados son específicamente 

sensibles al daño oxidativo. Entonces, las mutaciones en AF pueden estar haciendo a la 

maquinaria de reparadón hipersensible o pueden incrementa! el daño oxidativo ante el 

cual la reparación es intrfnsecamente sensible (Strathdee, 1992). 

g) Caracteristkas del ciclo celular: 

Los cultivos primarios de AF presentan un crecimiento escaso debido a un 

retraso en la progresión de las fases 5 y G2 del ciclo celular, Dutrillaux y colaboradores 

mostraron que el número de mitosis aumenta progresivamente a lo largo de los ciclos en 

cultivos celulares normales mientras que lo opuesto sucede en los linfocitos de AF, 

donde el número de mitosis decrece continuamente (Buchwald, 1998), sin embargo las 

polimerasas a, fl y y y la elongación del DNA se encuentran normales en estas células 

(Meyn, 1997), por lo que se cree que este retardo es mas bien consecuencia de 

alteraciones en la reparación o el ciclo celular. 

E5 posible que este retardo y detención del ciclo se deban a lesiones en el DNA, 

como los rompimientos de doble hebra generados por la acción del oxigeno o los 
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clastógenos, a la sobreproducción del lNF, el cual es un importante mediador del estrés 

oxidativo al ser inducido por el daño al DNA Y al tener la capacidad de activar otros 

genes que intervienen en la proliferación (Un, 1994) o bien a un defecto en la reparación. 

Además la exposición ante agentes alquilantes bifuncionales como la MMC y la 

radiosensibilidad cromatídica en G2 (causada por la radiación iOnizante), inducen 

aberraciones CIOtt\osómicas (rompimientos y rearreglos) y retardo y detención durante 

las fase S tardía - G2 del ciclo celular, lo cual conlleva a una disminución en la sintesis 

de DNA y a la muerte celular (Kaiser, 1982; Strathdee, 1992; Uu, 1994). Este arresto en 

G2 puede ser eliminado al tratar las células con cafeina, que es un inhibidor del punto 

de monitoreo de G2 (I<ruyt, 1996). 

h) Apoptosis y p53: 

Las investigaciones sobre apoptosis inducida por mutágenos en AF han dado 

resultados controversiales. Por un lado algunos autores encontraron niveles apoptóticos 

normales tanto en lineas linfoblastoides (Rey, 1994; Roselli, 1995) como en células 

mononucleares de sangre periférica de pacientes con AF (Monti, 1997) utilizando 

tratamientos como radiación gamma, TNFa ~on ciclohexamida y MMC, mientras que 

otros observaron una mayor proporción de apoptosis en diferentes lineas linfoblastoides 

(A-D) con dlstintas concentraciones de MMC y DEB (Allen, 1995; Kruyt, 1996). 

Otros resultados también controversiales son los obtenidos para el gen p53. Por 

tul lado, Kruyt y colaboradores (1996) observaron que la inducción de p53, un mediador 

de la apoptosis, sucede desde dosis bajas de MMC en los grupos de complementación A, 

C y D, mientras que Rosselli y cols. (1995) demostraron que el gen supresor de tumores 

p53 es escasamente inducido en lineas linfoblastoides de FA-C y FA-D después del 

tratamiento con rayos X, MMC y luz VV. 

También se ha visto que la cafeina inhibe el arresto en G2 y la inducción de p53 

en FA-C (Kruyt, 1996). Existen evidencias que sugieren que p53 induce la expresión de 

F ANCC al unirse a una secuencia en su promotor (Uebetrau, 1997). 

Así, las alteraciones en la apoptosis parecen ser características de la AF, aunque 

no se sabe que sucesos la desencadenan ya que podría ser Wl estimulo metabólico 

int:rinseco o bien una respuesta ante señales externas (Buchwald, 1998). 
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Las alteraciones a IÚvel de apoptosis, la vía de p53, la inestabilidad crornosómica 

y la deficiencia en la reparación de los rompimientos del DNA, pueden modificar la 

habilidad de las células para sobrevivir ante un daño a! DNA Y permiten proponer una 

Iúpótesis en la cual las protemas de AF interactúan formando un complejo que puede 

activar sistemas de protección así como transcribir genes específicos, proteínas y Jo 
factores de crecimiento (Buchwald, 1998). Es por ello que el conocimiento de las 

interacciones proteína-proteína y DNA-proteína es sumamente importante para 

dilucidar las funciones de algunos de estos genes y su interacción con el ambiente. 

DEFECTO BASICO 

Hoy en día se desconoce el defecto básico, sin embargo, la inestabilidad 

cromosómica espontánea e inducida, por agentes productores de enlaces cruzados, junto 

con la alta incidencia de cánceres, sugieren que este se encuentra a nivel de la reparación 

del DNA. Al respecto se han planteado dlferentes Iúpótesis sobre su origen: 1) el defecto 

se encuentra en l. habilidad de las células p.ra reparar el daño al DNA (Poon, 1974; 

Fujiwara, 1982), lo cual involucra a u.na proteína defectuosa que reconozca, modifique o 

repare los enlaces cruzados (Strathdee, 1992), 2) está relacionado con la capacidad de las 

células para reaccionar ante el estrés oxidativo producido por los agentes formadores de 

enlaces cruzados, en lo cual intervienen mecanismos de detoxificación y/o remoción de 

radicales libres o bioproductos del oxigeno (Dallapiccola, 1985; Strathdee, 1992),3) tiene 

relación con alteraciones en el transporte a través de la envoltura nuclear de la 

topoisolllerasa --1 (Wunder 1981 y 1984), 4) involucra la alteración en l. producción y 

respuesta a citocinas en conexión con las alteraciones de radicales libres en leucocitos de 

AF y/o la homeostasis en factores de crecimiento (Roselli, 1992) y 5) se han sugerido 

deficiencias a IÚvel de la apoptosis y la regulación del ciclo celular. 

HETEROGENEIDAD GENETICA 

La heterogeneidad genética se define como mutaciones génicas en diferentes loei 

que dan como resultado un fenotipo similar (Guizar-Vazquez, 1994) y fue descubierta en 

AF a través de análisis de complementación mediante los cuales se crean híbridos de 

células sománcas fusionando lineas linfoblastoides de diversos paden!es. 
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Grul'OS de complementacián: 

A partir de los análisis de complementación y la evaluación de la corrección de la 

hagilidad cromosórnica en presencia de MMC o DEB, se ha llegado a la designación de 

siete grupos de complementacíón, que reflejan la complejidad de la enfermedad y 

apoyan la idea de que la sensibilidad, princípaimente ante agentes alquilantes 

bifundonales, es consecuencia de defectos genéticos (Strathdee, 1992; Liu, 1994). Estos 

grupos fueron nombrados de la A a la G (Figura 2), siendo que cada uno representa un 

gen distinto cuya ausencia da como resultado un fenotipo similar (AF). 

• FA-A: los pacientes muestran alta sensibilidad a la MMC manifestada como una 

frecuencia elevada de rupturas cromosómicas y una reducción en el Úldice mitótico, 

además estas células no recuperan su síntesis de DNA después de exponerlas a 8-

MOP + UVA, reducen su actividad de ligasa y su consumo de NAD+ después de 

radiación UV y son deficientes en la reparación de rupturas de doble hebra y enlaces 

cruzados (Digweed, 1988 y 1989). 

El 73.2% de los pacíentes corresponden a este grupo (Mathew, 1999). El gen 

defectuoso fue designado COrnO F ANCA, se localiza en el crOmOsoma 16q24.3, 

comprende 4.3 kb Y codifica para una protelna nuclear de 163 KD con un total de 43 

exones, la cual no tiene homología con ninguna otra proteína conocida. Se 

desconoce su función pero se sabe que forma un complejo junto con las proteínas 

FANCG, FANCC y FANCF cuya ubicación es prlncipalemente nuclear en células 

normales (Lo Ten Foe, 1996 y D' AudIea, 1996; Garcfa-Higuera, 1999; Wi.I.<jer, 1999, de 

Wlnter, 2000). Cabe mencionar que este complejo no se observa en las células de los 

grupos de complementación FA-A, B, e, E, F, G Y H, lo que sugiere que los 

productos de estos genes juegan un papel en la formación del complejo, tal vez como 

proteínas adaptadoras o como enzimas que regulan este ensamblaje (Garcia

Higuera, 2000). 

Mediante análisis de mutaciones se ha visto que FA-A es un grupo muy 

heterogéneo. que presenta deleciones intersticiales, microdeleciones e inserciones a 

lo largo de todo el gen, que en su mayoria ocurren dentro de secuencias repetitivas 

codifican tes que comúnmente dan como resultado una proteína truncada (ausencia 
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de uno a 30 eXOnes del gen) (Wikjer, 1999). La mayoría de los pacientes son 

heterócigos compuestos (dos mutaciones diferentes para el mismo locus) que 

usualmente muestran un fenotipo poco severo (Auerbach, 1999). 

• FA-S: pacientes que muestran baja sensibilidad a la MMC por lo que las rupturas 

cromos6nticas y la reducción del índice mitótico son moderadas. La reparación de 

rupturas de doble hebra es normal, también manifiestan un patrón de síntesis de 

DNA similar a las células normales, capaz de remover fotolesiones (Digweed, 1988 y 

1989). En este grupo se encuentran el 0.3% de los pacientes y se desconoce el gen 

asociado (Mathew, 1999). 

• FA-e: los pacientes presentan baja sensibilidad a la MMC y tiene una reparación 

normal de rupturas de doble hebra (Digweed, 1989). 

E114.5% de los pacientes se encuentra ubicado dentro de este grupo (Mathew, 

1999). El gen FANCC se localiza en el cromosoma 9q22.3 consta de 14 exones y 

codifica para una proteína citosólica de 63 KD Y 558 aminoácidos, se desconoce su 

función pero se sabe que interacciona de manera débil y/o regulada con 

FANCA/FANCG para ínternalizarse en el núcleo ínteración que es estabilizada por 

FANCF (Strathdee, 1992; Uu, 1994; Joenje, 1995; Lo Ten Foe, 1996 y D'Andrea, 1996; 

Garda-Higuera, 1999, de Winter, 2000), 

El análisis de mutaciones en FA~C ha dado a conocer una correlación fenotípica 

importante. La mutación en el exón 1 es una deleción de W1a guanina en la posición 

322 (delG322) del gen, que da como resultado un fenotipo leve de la enfermedad, 

mientras que la mutación en el exón 4, que es una sustitución de una adenina pOI un 

tintina (IVS4+4 A> T), resulta en un cuadro clínico severo asociado a la aparición 

temprana de anormalidades hematológicas y baja sobrevivencia (Yamashita, 1996). 

Esta mutación ha sido encontrada únicamente en judíos Ashkenazi y descendientes 

de esta población en donde hay una frecuencia de heterocigotos del uno por ciento 

(Auerbach,1997). 

• FA~D: los pacientes de este grupo de complementación muestran alta sensibilidad a 

la MMC (Digweed, 1989). 
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El 1.3% de los pacientes se encuentra en este grupo (Mathew, 1999). El gen 

FANCD se localiza en el cromosoma 3p22-26 (Lo Ten Foe, 1996 y D' Andrea. 1996), 

consta de 43 exones y codi&a para una proteína de 1472 aminoácidos. Las bases de 

datos muestran que esta proteína tiene homologías con una proteína de Arabídopsís 

thaliana. La sobreexpresión de FANCD causa una rápida muerte celular, 

posiblemente por apoptosis, lo que podrla sugerir su papel como modulador de la 

respuesta apoptética con respecto a 105 agentes formadores de enlaces cruzados 

(Tirruners, 1999). 

• FA-E: las células de este grupo presentan hipersensibilidad a la MMC (Joenje et al, 

1995). El 2.1% de los pacientes corresponden a este grupo (Mathew, 1999). El gen 

FANCE fue mapeado y se localiza en el cromosoma 6p21.2-21.3 (Waisfisz, 1999), 

comprende 10 exones y codifica para una proteína de 536 aminoacidos que contiene 

dos senales de localización nuclear (de Winter, 2000), aún se desconoce su función. 

• FA-F: corresponde al 2.6% de los pacientes (Mathew, 1999). El genFANCF se localiza 

en el cromosoma llpl5, carece de intrones y codifica para un polipéptido de 374 

aminoácidos, que tiene homología con la proteína de unión de RNA, ROM de los 

procariotas (de Winter, 2000). Esta proteína ayuda a la formación y la estabilización 

del complejo formado entre los transcritos de RNA (RNA 1 Y RNA I1) durante la 

replicación del plasmido ColE1. El RNA II sirve como primer para la sintesis de 

DNA y el RNA 1 es complementario a este (Eguchi, 1990 Y 1991). Se ha reportado 

que esta proteína forma parte del complejo FANCA, FANCC, FANCG (de Winter, 

2000). 

• FA-G: el 6% de los pacientes se encuentran dentro de este grupo (Mathew, 1999). El 

gen FANCG se localiza en el cromosoma 9p13, presenta homolog!a con el gen 

XRCC9, el cual complementa la sensibilidad a MMC en la mutante UV40 del harnster 

chino y que se sospecha está involucrado en la reparación post-replicativa del DNA 

o en los puntos de monitoreo del ciclo celular (de Winter, 1998). La proteina de este 

gen se localiza tanto en citoplasma como en núcleo y forma un complejo con 

FANCA. FANCC y FANCF (Waisfisz, 1999). 

Con respecto al análisis de mutaciones, se ha. visto que este grupo presenta 

mutaciones del tipo de las delecíones y sustituciones que usualmente dan como 

resultado un cuadro CÜIUCO severo, aunque se ha descrito un grupo de mutaciones 
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sin sentido que generan un fenotipo menos severo con un número mayor de 

malformaciones congénitas (Auerbach, 1999). 

Datos recientes indican que los productos genlcos de AF posiblemente 

desempeñan un papel en la fidelidad de la unión de los extremos de los rompinúentos 

de doble hebra (Buchwald, 1998). 

Además, se ha propuesto con base en análisis de RNAm, que las actividades de 

al menos tres diferentes genes de AF convergen en un mismo camino el cual está 

relacionado con la señalización a partir de interferones, susceptibilidad a la apoptosis e 

inl'úbición de la proliferación celular (Li, 1997). 

73.2 

Figura 2. Porcentaje de pacientes reportado para cada grupo de complementaci6n de 
anemia de Fanconi (Modificado de Mathew, 1999). 
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Uno de los más ímportantes genes supresores de tumores es p53. Un supresor de 

tumores es un gen cuyo producto es necesario para el desarrollo normal celular y cuya 

pérdida de función causa la formación de un tumor o malignización (Lewin,1997). 

Daños críticos al DNA asociados COn la regulación de los genes supresores de tumores, 

están implicados en cambios en el crecimiento normal celular. Estos genes pueden 

participar como barreras físicas contra la donación y mutadón génica e impedir el 

crecimiento y metástasis de las células que sufren una división incontrolada debido al 

daño y I o la alteración de su material genético. Uno de los principales genes supresores 

de tumores es p53, al cual se le considera una de las piezas clave en la regulación de la 

proliferación celular~ la reparación del DNA, la düerenciación y la apoptosis, así como 

un inductor del arresto celular en Gl y G2/M. Ciertos tumores en órganos blanco del 

arsénico como vejiga, rugado, pulmón y piel han mostrado tener p53 mutado. 

Históricamente, el segundo gen supresor caracterizado fue p53, su proteÚla fue 

aislada por primera vez en innl1IDoprecipitados del antígeno T de células de roedores 

transformadas por el virus SV40 (Heskefu, 1997). Inicialmente se le propuso como un 

oncogen, ya que sus niveles se encontraban elevados en estas células y las moléculas de 

p53 eran capaces de transformar otras células mediante ensayos de transferencia génica, 

posteriormente se observó que eran las versiones mutadas de este gen las que 

provocaban dicho efecto y que la proteína silvestre tenia un papel inlúbitorio de la 

transformación celular, estableciéndose así, que p53 era en realidad un gen supresor de 

tumores (Cooper, 1995). 

ESTRUCTURA DEL GEN 

El gen supresor de tumores p53 se localiza dentro del genoma humano en el 

cromosoma 17, banda p13.1, tiene un peso de 53kDa, consta de 11 exones 

(aproximadamente 20 Kb), diez de los cuales (del 2 al 11) comprenden la región que 

codifica para una fosfoproteina de 393 aminoácidos, con localización primordialmente 

nuclear. El RNA mensajero de p53 se expresa en todas las células del cuerpo, siendo en 

el bazo y el timo donde se presentan los niveles más elevados (Levine, 1993). 

La. secuencia promotora de p53 está altamente conservada entre los humanos, los 

ratones y las ratas. En los primeros 100 pb corriente arriba del sitio de inicio de la 
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transcripción se encuentran varios elementos que causan una fuerte activación 

transcripcional, estos incluyen un elemento de respuesta a luz UV, uno de respuesta 

ante el estrés inducido por genotóxicos, un sitio de unión para el factor NF·KB, una 

región involucrada en la transacnvación del promotor de p53 por sí mismo, un elemento 

de b-HLH a través del cual p53 es transactivado por elevados niveles de MYC y 

reprimido por el incremento en los niveles de MAX, entre otros (Hesketh, 1997). P53 

carece de secuencias TATA o CAAT pero contiene una secuencia consenso hélice

horquilla-hélice corriente arriba (de -29 a -34 en el humano) del sitio de iniciación. 

ESTRUCTURA DE LA PROTElNA 

La proteina consta principalmente de tres dominios funcionales (Figura 3) que 

son: 

1) el dominio de trans-activación transcripcional, hacia el extremo amino terminal que 

comprende los aminoácidos 1-42, es de carácter ácido y altamente hidrofóbico. Este 

dominio presenta los principales sitios de iosforilación para la activación 

transcripcional de la proteína. 

2) el dominio de unión al DNA, entre los residuos 120-290, que está implicado en la 

unión directa al DNA Y el reconocimiento de secuencias específicas de nucleótidos 

(en genes cuya transcripción es promovida por la región amino terminal) a través de 

dos copias de cualquier región que presente la secuencia consenso 5'· 

PuPuPuC(A/T)(A/T)GPyPyPy-3'. Estudios con difracción de rayos X mostraron 

que este dominio se une al DNA a través de una cOIÚormación f> plegada, formando 

una especie de sándwich, que actúa como andamio con tres horquillas. La horquilla 

1 (LSH: horquilla-lámina-hélice) se une al surco mayor a través de una secuencia 

Arg, Lys, Cys, Arg, Ala y Arg, la horquilla 2 (U) se une al Surco menor a través de 

Ser y Arg y la horquilla 3 (LH: horquilla-hélice) se une a la U estabilizándola a 

través de la unión con Arg, Arg Y un coordinado tetraédrico de zinc (Hafiner, 1995; 

Hesketh, 1997). Se ha observado que en este dominio se encuentran la mayoria de las 

mutaciones asociadas a cánceres hum.aJ:\os, incluyendo los sitios calientes conocidos 

(codones 157, 175,213,245,248,249,273,282) (Hafiner, 1995). 

3) el dominio básico, carboxilo terminal, comprendido entre los aminoácidos 300 a 393. 

Entre los residuos 319-360 se encuentra una región flexible encargada de la 

formación de los tetrámeros, estado funcional activo de la proteina p53 que es el 

dominio de oligomerización. La cristalografía y las resonancias espectroscópicas han 

sugerido que esta porCIón está formada por monómeros de una lámina f> antiparalela 
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y tma a hélice también antiparalela que se asocian formando un dimero, y que dos 

<limeros se asocian a lo largo de una hélice-hélice paralela para formar un tetrámero, 

subunidad que se mantiene unida a través de múltiples interacciones moleculares 

(Haffner, 1995; Hesketh, 1997). Otro dominio bien definido es el dominio básico, que 

comprende el extremo carboxilo terminal. En este dominio se encuentran varios 

residuos que son fosforilados por diversas proteínas cinasas, fosforilación que se ha 

relacionado con el paso de la forma inactiva a la forma activa de unión y 
transactivación del DNA (Selivanova y Wiman, 1995; Oren y Prives, 1996). 

Funcionalmente, los extremos amino y carboxilo terminales son remplazables Con 

dominios transactivadores y de oligomerización ajenos, sugiriendo que el dominio de 

unión al DNA por sí sólo confiere las propiedades supresoras a la proteína (Pietenpol, 
1994). 

- . IIIDBoI: 

RPA 

~3:BP1.53BP2 

EIB 33K 

Figura 3. Dominios funcionales y regiones de interacci6n de la proteína p53 humana. 
Los dominios funcionales de la proteína son: 1) el dominio de trans-activación, en la 
porción arnino terminal, 2) el dominio de secuencia específica del DNA con dedos de 
zínc, en la parte central y 3) el dominio de oligomerización y unión no especifica. al 
DNA, hacia el extremo carboxiJo terminal. Los sitios de fosforilación para la proterna 
cínasa activada por el DNA (DNA-PK): Ser-15 y Ser-37; p34-cdc2; Ser-315 y CKlll; Ser-
392, son indIcados. Se muestran las zonas de la proteína p53 que interactúan con 
proteínas celulares o virales, la proteína de unión a la caja TATA (TBP), la proteína A de 
replicación (RPA), el producto del oncogen mdm2, las proteínas de unión 1 y 2 (ambas 
de 53l<da), las proteínas deladenovirus E1B (55KDa). SV40 (antígeno T largo) y Epsteín 
Barr (BZLF1). Los números romanos indican las regiones conservadas de la proteína 
(Tomado de Selivanov. v Wilman, 1995). 
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MUTACIONES EN p53 

Las mutaciones en este gen se presentan con una frecuencia de más del 50% en 

una gran variedad de tumores y cáncer (Hollstein el al, 1991), por ejemplo en el 30-86% 

de los casos de cáncer de mama, en el 44-61% del cáncer de ovario, en el 60% del de 

pulmón, en el 10-30% del de cerebro, en el 60% de los pacientes con ünfoma de Burkitt, 

en el 97% de los melanomas y en el 80% de los adenocarcinomas de esófago, entre otros 

(Hesketb, 1997). 

De acuerdo a lo anterior ahora se sabe que la pérdida de este gen predispone al 

cáncer. Se ha planteado que p53 actúa principalmente mediando la respuesta celular 

ante un daño al DNA, mediante dos mecanismos, el arresto del ciclo celular y la 

apoptosis previniendo así, la acumulación de mutaciones potencialmente oncogénicas y 

la inestabilidad genómica. 

Un gran número de mutaciones involucran substituciones de W'\ solo par de 

bases pero aproximadamente el 10% del cáncer en humanos está caracterizado por 

deleciones o inserciones en el gen. Los residuos más frecuentemente mutados son 

aquellos que tienen que ver con el sitio de unión proteína·DNA y son aquellos que 

quedan en contacto directo con el DNA o aquellos que tienen un papel estabilizador. Las 

proteínas mutantes resultantes usualmente pierden la capacidad de unión con otros 

elementos alterando la capacidad de transactivación de p53 (Hesketh, 1997). 

Se han detectado mutaciones somáticas en la mayo1"Ía de los exones pero la 

mayoría pueden incluirse en cuatro dominios altamente conservados en los vertebrados, 

que involucran los exones 5-10. Las mutaciones se encuentran entre los cedones 120 y 
290 Y cerca del 50 '% son mutaciones sin sentido que alteran uno de los cinco codones 

siguientes: 175, 248, 249, 273 Y 282 siendo la consecuencia fenotipica de estas mutaciones 

la inactivación de la proteina (Magnelli, 1997). Por otro lado, los exones 7 y 8 SOn los que 

más frecuentemente presentan mutaciones germinales (Hesketh, 1997). 

Con base en lo anterior, las mutaciones en p53 pueden ser 1) del tipo dominante 

negativo, cuando la proteína mutada anula la acción de la proteína silvestre, 2) cuando 

la mutación resulta en la pérdida de función del supresor y 3) cuando el resultado es una 

proteína que funciona como un promotor tumoral. Las mutaciones que producen una 

proteina anormal que inhibe la función del alelo normal del gen a través de la formación 
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de complejos proteicos mutante/silvestre se llaman mutantes trans-dominantes 

(Hesketh, 1997). 

FUNCIONES DE LA PROTErNA p53 

A nivel biológico, p53 tiene un papel clave en la respuesta celular ante el daño al 

DNA, ya que juega un papel clave en el mantenimiento y la estabilidad genómica, 

actividad que se lleva a cabo a través de la regulación de la respuesta celular ante el 

daño al DNA. P53 es parte de la respuesta al estrés determinando la sobrevida celular, la 

cual involucra la detención del ciclo celular con la subsecuente reparación del daño al 

DNA, la muerte celular, a través de la apoptosis o la detención permanente del ciclo la 

cual finaliza en la necrosis o la diferenciación (Schwartz, 1998). 

Actuaimente se sabe que la respuesta de p53 ante algún estrés, requiere de la 

activación de esta proteína, la cual usualmente va acompañada de su estabilización a 

través de la inhibición de la vía de degradación dependiente de MDM2 y de 

ubiquitinas, así como de su unión al DNA dañado (Hesketh, 1997). Algunos de los 

agentes físicos que activan p53 son la radiación gamma y ultravioleta, ciertas sustancias 

quimicas, el estrés oxidativo y la falta de metabolitos, que entre otros efectos producen 

daño al DNA (Schwartz, 1998). 

P53 es un factor transcripcional que regula el ciclo de las células normales al 

activar la transcripción de varios genes que poseen sitios consenso para p53 y que 

controlan la progresión a través de las fases del ciclo (Pietenpol, 1994), tal vez debido a 

la interacción con la maquinaria de transcripción. Se une a una gran variedad de 

proteínas por lo cual puede funcionar como transactivador y como un potente inhibidor 

de la transcripción de una amplia variedad de promotores celulares, esto mediante la 

interacción del dorninio arnino terminal de p53 con la proteína de unión a la caja TATA 

(TEP) (Seto el al, 1992). 

Wt-pS3 posee una secuencia de unión específica al DNA que es fuertemente 

activada por factores que actúan a nivel del dominio carboxilo terminal y que 

promueven una mayor afinidad con lOS sitios consenso del DNA, Esta unión específica 

requiere de la oligomerización de p53 y de la ayuda de los tetrámeros para juntar sitios 

de unión en el DNA que se encuentren separados (Hesketh, 1997). 
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Los primeros 42 aminoácidos de p53 corresponden a la región mínima suficiente 

para llevar a cabo la función de transactivación, esta función se ve incrementada por la 

presencia de un elemento GC, (GCCCGGGC) adyacente a ia secuencia consenso 

(Hesketh, 1997). A nivel transactivador p53 incrementa la expresión de genes como p21 

waf-l/cip-l, el cual inhibe a! antígeno de proliferación nuclear (PCNA), a los complejos 

de ciclinas-G1/Cdk, a bax, un activador de la apoptosis y a bcl-2, qnien promueve la 

supervivencia celular (Sellvanova, 1995; Haffner, 1995). Esta misma función la hace a! 

unirse vía su dominio ácido a! amino terminal de MDM2 (gen del doble minuto de 

roedor 2), complejo que in vi!ro inhibe la transactivación medlada por p53. 

P53 también regula la expresión de genes que codifican para productos que 

median la degradación proteolítica de la roatriz extracelular y activa directamente, la 

transcripción del plasminógeno activador de la inhibición tipo 1 (P Al-1) (Hesketh, 1997). 

También se ha visto que p53 tiene la capacidad de reprimir la traducción de 

ciertos RNAm, incluyendo el suyo, lo cual puede estar mediado por interacciones con 

elementos del RNA. Algunos de los genes cuya transcripción es reprimida por p53 son: 

¡>-actina, Bcl-2, DNA pollmerasa (J., c-fos, c-jun, c-myc, hsc-70, Mybb, MDR1, el 

promotor del complejo mayor de histocompatibilidad, IL-6, el antígeno de proliferación 

nuclear (peNA), RB1, HPV 16 Y 18 Y topoisomerasa llo., entre otros (Ullrich, 1992). Cabe 

señalar que al parecer la supresión atribuible a p53 no requiere de su interacción directa 

con el DNA, sino que resulta de la asociación de p53 y la proteina celular YaP (proteína 

de unión TATA), esta última proteína parece ser esencial en la producción de los 

transcritos de las tres RNA polimerasas en roanúferos, o a la interacción con el factor de 

unión CCAAT (CBF) (Ginsberg, 1991; Oliner, 1993; Hesketh, 1997). 

Además de las capacidades de activación y represión de p53, se ha postulado la 

idea de que p53 juega un papel importante en la sintesis y reparación del DNA ya que 1) 

posee capacidad exonucleasa (3' - 5') dependiente de Mg", actividad que reside en el 

dominio central y que le permite actuar como una enzima correctora o "lectora de 

prueba" de la DNA polimerasa (Hesketh, 1997), 2) forma complejos con ácidos 

nucléicos de una sola hebra y helicasas del DNA, ejerciendo una actividad de 

reasociación de hebras de DNA (Oliner, 1993), 3) posee una fuerte actividad en el 

reconocimiento de hebras DNA-DNA y RNA-RNA Y 4) la molécula de p53 puede 

asociarse de manera covalente a una lista de proteínas de crecitniento, por ejemplo, 
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BRee3, un factor implicado en la reparación por excisión, por lo que la interacción p53-

BRCC3 involucra la reparación directa del DNA (Haffner, 1995). 

REGULACIÓN DE p53 

P53 participa en muchas funciones celulares como lo son la plasticidad del 

genoma, la diferenciación, el control del ciclo celular, la reparación del DNA Y la muerte 

celular programada, funciones que deben ser moduladas y lo inhibidas por otras 

proteínas celulares como MDM2, A TM Y el mismo p53 o la interacción con algunos virus 

en específico. 

En tumores con MDM2 amplificado, la sobreexpresión de este gen bloquea 

eficazmente la habilidad de p53 para suprimir la tumorigénesis, a través de inhibir \as 

funciones transactivacionales de p53, al "esconder" de la maquinaria transcripcional el 

dominio de activación de p53. MDM2 no sólo libera el bloqueo en la proliferación 

silenciando a p53 sino que además aumenta la proliferación al estimular un factor de 

transcripción inducido en fase 5 llamado E2Fl/DPl (Hesketh, 1997). Un giro a esta 

hipótesis, son los resultados que indican que MDM2 es un blanco transcripcionaJ de p53, 

proponiendo una especie de autorregulación de p53 (Otiner, 1993). Un mecanismo 

alterno a este, sugiere que p53 asociado a la. proteína MDM2, se une a la proteína 

ribosoma! L5 en un complejo ribonucleoproteico que también inciuye las subunidades 5 

S Y 5.8 S del RNAr (Haffner, 1995). 

Otra de las formas en las que p53 puede ser inactivado es a través de la 

asociación con productos de algunos oncogenes, tales como la proteina del antígeno T 

del virus SV40, la proteina del adenovirus E1B y la proteína E6 del papiloma virus 

humano (Coopet, 1995). Así, algunos de los mecanismos de neutralización de p53 son 

las mutaciones en el gen, la degradación mediada por HPV y la amplificación de MDM2 

(Oliner, 1993). 

Cabe señalar, de manera notoria, que una de las interacciones más interesantes es 

la de pS:, con el gen de uno de los Sindromes de Inestabilidad Cromosómica, Ataxia 

telangiectasia (AT). Este gen de reciente clonación (ATM) codifica para una proteína 

qulmera que consiste en un dominio ""que detecta·' el daño al DNA y un dominio en el 

carboxilo tcrlllinal, homólogo a la fosfatidil-inositol cinas. 3 (PI3K), con homologia con 

varios genes de la levadura relacionados con la sensibilidad al daño al DNA índucido 
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por radiación y/o por otros agentes (Magnelli, 1997). Se ha visto que al tratar células 

normales con radiación, ATM funciona como cinasa fosforilando a p53 en respuesta al 

daño celular inducido, desencadenando una cascada génica que involucra tanto la 

detención del ciclo celular como la reparación del DNA, no solo a través de esta 

proteína síno a través de proteínas como NBS1 (Síndrome de Nijmegen) y BRCA1 

(proteína del cáncer de mama-ovario). Es por ello que las células de pacientes con AT 

presentan incrementos subóptimos de p53, defectos en la fosforilación de este gen y un 

escaso arresto celular en Gl después de la ex.posición a radiación ionizante (Lim,2oo0¡ 

Zhao,2ooo). 

Por otra parte, una de las asociaciones protéicas más recientes es la de p53 con el 

gen supresor de tumores wn (tumor de Wilm's), se ha demostrado que la función de 

cada una de estas proteínas es alterar la habilidad de la otra para reconocer su DN A 

blanco. A través de la unión con WTl, la habilidad de p53 para transactivar un reportero 

específico, se ve íncrementada (Olíner, 1993). 

RELACION DE LA EXPRESION DE p53 Y EL CICLO CELULAR 

Varios experimentos han demostrado que p53 está ínvolucrado en diversos 

puntos del ciclo celular, tanto en la proliferación normal celular como en la respuesta 

ante el daño al DNA, causado por diversos agentes físicos como las radiaciones o 

químicos como algunas sustancias o especies reactivas del oxígeno. De aquí que se 

conozca que dicha proteína puede adoptar dos conformaciones, una asociada a su 

habilidad para bloquear la progresión a través del ciclo celular, que corresponde al 

estado silvestre (wt~p53) y la otra asociada a su capacídad para promover la 

proliieración celular, que corresponde usualmente a los estados mutados y / o parecidos 

al silvestre, cabe mencionar que se ha visto que las células que presentan asociaciones 

entre las versiones silvestres y mutadas adoptan la conformación de p53 mutan!e, por lo 

que pierden su efecto antiprolifer.tivo y dan pie a la malignización (UlIrich, 1992; 

Haffner, 1995). 

Al respecto, estudios con diversos tipos celulares (células 3T3, células normales, 

linfocitos T de sangre perúérica y fibroblastos diploides) han mostrado que los niveles 

de la proteína se mantienen relativamente constantes a lo largo de todo el ciclo celular y 

que la expresión de p53 se ve incrementada cuando las células en anesto son inducidas a 
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proliferar, observándose un pico máximo en la síntesis tanto de RNAm como de 

proteína en G1/S, justo antes de la replicación (Ullrich, 1992). 

Es por ello que la idea de que p53 es una proteína reguladora de la proliferación 

es compatible COn los datos que se tienen sobre ella, ya que presenta una vida media de 

5 a 20 minutos en células normales, tiene localización nuclear, aunque durante un ciclo 

celular normal es retenida en el citoplasma para subvertir sus efectos antiproliferativos 

(Haflner, 1995). 

Uno de los papeles centrales de p53 es el arresto de las células en la fase G1 del 

ciclo celular, sirviendo como un determinante de la estabilidad genómica y la sobrevida 

celular después de la exposición de las células hacia alguna sustancia o agente que dañe 

el DNA induciendo rompitnientos. Se ha observado que aquellas células que carecen de 

p53 no pueden detenerse en el punto de monitoreo de G1 después de haber sido 

expuestas a radiación, aunque el punto de G2 se mantí.ene normal. 

Debido a lo anterior se ha propuesto que p53 de alguna manera detecta el daño 

producido al DNA, provocando el detenimiento de las células en Gl para facilitar la 

reparación de estas antes de la replicación, si este daño no es reparado 

satisfactoriamente la célula optara por el camino de la apoptosis (Cooper, 1995), vía que 

también puede estar mediada por p53 o escapara de dicho control proliferando de 

manera incontrolada generando una nueva "estirpe celular" con alteraciones a nivel 

genético. 

a) Re¡w1adón del punto de rnonitoreo Gl /5: 

La manera en que p53 logra la detención del cicio en Gl es mediante su unión al 

DNA junto con la transcripción de diversos genes que actuarán como efectores físicos en 

respuesta al estrés o daño generado a nivel celular. Por una parte, p53 es fosforilado a 

través de ATM/DNAPK y / o la ciclina CDC2 u otras protein-cinasas para ejercer su 

acción como factor transcripcional, estimulando su unión a secuencias especificas del 

DNA (Oliner, 1993), bajo la acción de la ciclina B/CDC2 o la cielina AfCDK2 p53 se une 

a los proIDotores de WAFl y GADD45. el primero, un regulador de la proliferación 

normal que se une e inhibe a una variedad de ciclinas/CDK's y el segundo, un elemento 

involucrado en la reparación del DNA (Hesketh, 1997). 
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Por un lado, la proteína p21/W AFI juega un papel crucial en la relación de p53 y 

la regulación del ciclo celular actuando como uno de los reguladores negativos de las 

Cdks. La activación de p53, desencadena la transcripción del gen WAF1/ClP1, cuyo 

producto (p21) se acumula en el núcleo inhibiendo complejos de Cdk/ciclina (ciclina 

E/Cdk2, ciclina D/Cdk4), que a su vez son necesarios para la fosforilación de otros 

sustratos COntO la familia de proteínas pRb, quien se sabe que en estado hiperfosforilado 

libera a E2F, un factor de transcripción nuclear de varios genes involucrados en la 

transición Gl/S, mediando así el bloqueo del ciclo celular y por lo tanto el arresto en la 

proliferación (Figura 5) (Haffoer, 1995; Cooper, 1995). 

Por otro lado, GADD45 es un gen ubico en las células de mamífero que se ha 

visto es inducido por el daño al DNA Y el estrés. Se ha postulado que GADD45 es 

transactivado por p53 en respuesta al daño celular asociándose así al antígeno nuclear 

de proliferación celular (PCNA), evitando la replicación del DNA a través de la 

inleracción con los complejos de Cdk's (ciclina DI, E, Cdc2 y Cdk2) mediando el arresto 

del ciclo celular en Gl y la subsecuente reparación del daño al DNA (Figura 5) (Smith, 

1994). 

También se ha observado que la supresión de la proliferación es acompañada de 

un decremento significativo en los niveles de RNAm de genes que intervienen en la fase 

Gl como lo son; b-myb, PCNA y la DNA polimerasa C1., cabe mencionar que no ha sido 

comprobado que esta disminución sea resultado directo de la represión transcripcional. 

As~ p53 puede funcionar corno un modulador transcripcional que promueve o suprime 

la expresión de otros genes celulares que codifican para proteínas represoras y que a su 

vez actúan sobre blancos específicos en el proceso de replicación (Ullrich, 1992). 

b) ReWladón del Punto de monitoreo G2/M: 

Por otra parte, ha sido aceptado que p53 juega un papel corno regulador 

secundario del arresto en G2, a través de la moduiación de la actividad de la cdc2, la 

expresión de wafl y la regulación de la dclina G. La duración del arresto en G2 depende 

del daño al DNA pero es independiente de p53, aunque se ha visto que las células que 

expresan el wt~p53 son más eficientes en la reparación, lo que permite inactivar el 

bloqueo en G2 mucho antes, en comparación con las células que presentan la versión 

mutada del gen. De esta manera las evidencias indican que p53 afecta la duración del 

arresto en G2 de dos maneras; por un lado, prolonga el arresto par" dar mayor tiempo a 
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la reparación del daño antes de entrar a mitosis y por otro lado, contnbuye a la eficiencia 

en la reparación lo que acorla este arresto, lo cual depende de la naturaleza y la cantidad 

de daño así como del tipo celular (Schwartz, 1998). Además también se ha visto que el 

punto de IIlonitoreo situado en la profase de la meiosis, es parcialmente regulado por 

p53. Salazar (1998) demostró mediante ensayos in vitro de la proteína cmasa p34cdc2, 

encargada de la fosforiJación de la histona H1 para desencadenar el ensamblaje de los 

cromosomas para el inicio de la mitosis, que las células con p53 funcional se acumulan 

específicamente en la fase M del ciclo celular, después de haber sufrido un daño al DNA. 

Otra de las relaciones que se han propuesto para p53 es la de esta proteína con el 

citoesqueleto, ya que en fibroblastos embrionarios de ratón que carecen de p53 se ha 

visto la aparición de múltiples copias de centrosomas (centro organizador de 

microtúbulos) antes de la mitosis lo que conlleva a lUla mala segregación de los 

cromosomas generando inestabilidad genómica y/o alteraciones en la ploidía celular 

(Fukasawa, 1996), estos mismos resultados se han observado en fibroblastos p53 -/

tratados con inhibidores de formación del huso mitótico, como cokemida o nocodazol, 

donde las células ignoran la falta del huso y entran a la fase G1, convirtiéndose en 

células aneuploides o poliploides (Cross, 1995). 

Un ejemplo de las posibles alteraciones en 10$ puntos de monitoreo antes 

mencionados es en pacientes con el Síndrome de Li-Fraumeni, un tipo de cáncer 

hereditario provocado por la existencia del gen p53 defectuoso. En las células de estos 

pacientes existe una deficiencia en el punto de monitoreo Gl/S, además de alteraciones 

en la reparación a nivel de G2, lo que se manifiesta por elevadas frecuencias de 

rompimientos cromatídicos y gaps y el desarrollo de diversas neoplasias (Schwartz, 

1998). Lo que pone en evidencia la importancia de fenómenos comO la reparación, la 

detención del ciclo celular y la apoptosis en la estabilidad genómica y el bienestar 

celular. 

APOPTOSIS y p53 

La apoptosis o muerte celular program.ada es un mecanismo mediante el cual las 

células comenten "suicidio", Se caracteriza por la condensación de la eromatina, la 

fragmentación internucleosómica del DNA por una endonu<:leasa dependiente de 

magnesio y la formadón de vesiculas con contenido celular, entre otros (Hesketh. 1997). 
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P53 tiene un importante papel en la apoptosis inducida por el daño al DNA. 

Actua1roente se sabe que la señal activadora de este proceso es el rompimiento del DNA, 

producido ya sea de manera directa por algún agente o indirecta durante la reparación o 

la replicación (Haffner, 1995). 

El detenimiento del ciclo celular, subsecuente al daño al DNA da a la célula un 

tiempo para reparar previniendo asi la transmisión del DNA dañado a las células hijas. 

Para una célula tumoral en proliferación, la pérdida de p53 debe conllevar a una ventaja 

selectiva que promueva su multiplicación (Oliner, 1993). De aquí que la presencia de p53 

funcional restringa el desarrollo de tumores al promover la muerte celular de las células 

neoplásicas. La pérdida en la función de este supresor contribuye entonces a la 

progresión cancerosa, al permitir el crecimiento celular desregu1ado (Haffner, 1995). Es 

por ello; que a pesar de que la supresión de la proliferación y la apoptosis son procesos 

diferentes, ambos son muy importantes ya que tienen como fin el prevenir la 

propagación de células cuyo material genético porta alteraciones y/o mutaciones. 

Además, el papel de p53 en la apoptosis no sólo se limita al daño al DNA sino que 

también se ha visto que presenta actividad en respuesta a la falta de factores de 

sobrevivencia hernatopoiética (Haffner, 1995). 

Existe una amplia relación entre la apoptosis mediada por p53 y el arresto celular 

en Gl. Al respecto, se ha visto que la apoptosis se debe a la omisión de la detención en 

este punto de monitoreo subsiguiente a la activación de p53, respuesta que puede ser 

abolida por la IL-6. También se ha propuesto que esta apoptosis puede deberse a la 

ausencia de pRb funcional en las células, lo que provoca que no haya un paro en Gl y 

por tanto que la siguiente respuesta sea la vía de la apoptosis. Por ende, el 

restablecimiento de la actividad de pRb rescata a las células de la muerte celular 

programada (Haffner, 1995). 

Se ha propuesto un mecanismo dual para explicar la apoptosis dada por p53, este 

modelo asume que la activación de p53 da lugar a dos respuestas paralelas. Por un lado, 

la inducción de W AFl y otros genes que mandan a la célula a un arresto en Gl y por el 

otro. p53 activa la vía apoptótica a través de la inducción de genes como BAX (Haffner, 

1995) o mecanismos alternativos (Figura 4). 

Tanto la regulación de la proliferación como la apoptosis pueden ser inducidas 

por una variedad de genes y/o sus productos. tal es el caso de la familia de citodnas 
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TGFII Y el supresor de tumores p53, quienes pueden desempeñar estos papeles a través 

de la inhibición de otros genes que promueven tanto la proliferación como la 

supervivencia celular, como es el caso de BeU, quien para ser regulado se une a su 

antagonista BAX. Se ha establecido que la manera en que funcionan estas proteínas 

análogas es formando dímeros, de tal manera que si hay una mayor cantidad de 

homodímeros de BAX, esta ejercerá su función apoptótica, pero si por el contrario hay 

más homodímeros de BCU, este actuará ínlubiendo la apoptosis. Cabe señalar que BAX 

puede ser Inducido directamente por p53 o a través de la coexpresión de p53 con el 

factor de transcripción MYB, mecanismo que indirectamente eleva la transcripción de 

BAX. Por ejemplo, en ratones p53 (-/-) los niveles de BCU están Incrementados y los de 

BAX están reducidos, situación que se ve revertida cuando hay expresión ectópica de 

p53 (Hesketh, 1997) (Figura 5). Una vía alternativa es la estimulación de componentes 

mitocondriales por BAX, cOmo el citoclomo e, que a su vez induce la activación de 

caspasas generando así la muerte celular (Shostak, 1999). Las caspasas son una familia 

de proteasas cisteina-dependientes, aspartato-específicas que pueden ser inducidas por 

diversas proteínas celulares. Estas enzimas son altamente especificas en su acción, 

activando o inhibiendo diversas moléculas clave en la célula. Para ejecutar la apoptosís 

interaccionan con proteínas como la P ARP Y la DNA-PK involucradas en la reparación, 

A1M, RB, la lamInIna B (proteIna estructural de la membrana nuclear) y la histona Hl, 

entre otras (Cohen, 1997; Srnith, 1999), modificando así procesos como el ciclo celular y 

la reparación. 

Por último cabe mencionar que el papel de p53 en la apoptosis es aún 

controversial, este y otros puntos sobre las funciones de p53 son fuente de diversos 

estudios con el fin de poder dilucidar las diversas interacciones entre la célula y I o 

organismo con el ambiente que le rodea. 
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Figura 4. Posible mecanismo molecular del arresto en Gl y la apoptosis, 
dependientes de p53. 
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El hidroarsenicismo se ha vuelto un problema alarmante a nivel mundial debido 

al creciente número de comunidades expuestas a este metaloide y a sus efectos tanto 

toxicológicos como carcinogénicos, tal es el caso de lugares como Taiwán, Bangladesh, 

India y México (Ostrosky, 1991; Cebrián, 1994; Gou, 1994; Tondel, 1999; Chowdhury, 

2000). Aunque la ingestión no es la única vía de exposición a este metaloide, existen 

otras como la aérea y la cutánea, puede ser que si sea la más importante debido a la 

forma masiva de distribución (cantidad de personas que se encuentran involucradas) y 
al tipo de efectos que pueden observarse. Las principales evidencias sobre la 

carcinogenicidad de este metaloide provienen de estudios epidemiológicos que 

corroboran Su papel como un inductor de cáncer de piel, hígado y riñón principalmente. 

Al respecto se han diseñado diversas estrategias para evaluar los posibles 

mecanismos a través de los cuales dicho metaloide provoca estos efectos, observándose 

que algunas de las vías involucradas a nivel celular son el ciclo celular y la reparación. 

Se sabe que el arsenito de sodio causa amplificación génica (Lee-Chen, 1992) y 

alteraciones cromosómicas (Ostrosky, 1991; Gonsebatt, 1992; Vega, 1995), además de 

afectar la proliferación celular de linfocitos tanto de personas naturalmente expuestas 

COmo de aquellos tratados in vilro (Ostrosky, 1991; Gonsebatt, 1992 y 1994) e inducir la 

expresión de genes centinela como p53 (Salazar, 1997). Es importante mencionar que 

algunos de estos estudios (Vega, 1995) han demostrado que existe una diferente 

susceptibilidad individual en poblaciones expuestas de manera crónica al As con 

respecto a los posibles efectos de este metaloide, es decir, existen personas que se ven 

más o menos afectadas por este compuesto. Además, algunos autores han propuesto la 

inhibición de enzimas involucradas en la reparación postreplicativa (Okui, 1986) o la 

alteración en el control de esta reparación (Rossman, 1998), procesos que conllevan a la 

inestabilidad genómica y por tanto al cáncer. Varios mecanismos se han propuesto para 

explicar los efectos observados, por una parte la inestabilidad genómica podría deberse 

a la acción de este metaloide sobre procesos clave como la polimerización y 

despolimerización de los microtúbuios (Ramírez, 1997) y por otra, la integridad celular 

pudiera involucrar procesos COmo la función enzimática, la reparación y la modulación 

y I o regulación de genes especificos. De manera tal que se vuelve interesante el tratar de 

entender los mecanismos por los cuales se dan estas modificaciones primero a nivel 

genético y! o individual para luego extrapolarlo a la población en general. 
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Como ya se mencionó anteriormente, diversas estrategias se han diseñado para 

estudiar como es que el arsénico es transformado en nuestro cuerpo dando lugar a tan 

diversos efectos y con tal variabilidad, por lo que este trabajo tiene la finalidad de tratar 

de entender cómo es que se da la susceptibilidad individual y de qué depende, 

partiendo de la idea básica de que el hombre, en particular, es un conjunto de genes que 

interactúan y se expresan de manera distinta dependiendo tanto de la información que 

contienen como de la interacción con el ambiente, dándonos como resultado el que una 

persona pueda ser o no afectada por la interacción con carcinógenos ambientales como 

el arsénico. 

Entre los modelos que se utilizan Con dicha finalidad y han tomado fuerza en la 

actualidad, se encuentran los Sindromes de Inestabilidad Cromosómica (SIC), tal es el 

caso de Xeroderma pigmentosum y Ataxia telangiectasia, enfermedades autosómicas 

recesivas con inestabilidad cromosómica y predisposición a cáncer que han aportado 

gran información sobre las vías y cascadas génicas involucradas en la susceptibilidad al 

cáncer. De esta forma en el presente estudio se utilizó a la anemia de Fanconi, 

enfermedad clasificada dentro de los SIC, que cursa con las características típicas de 

estos síndromes, además de presentar sensibilidad a algunos agentes clastogénicos y 

heterogeneidad genética, lo que permite tener dentro de una misma enfermedad 

diferentes genes involucrados aunque el resultado fenotípico sea el mismo. Cabe señalar 

que a pesar de que se desconoce hasta el momento el defecto básico de esta enfermedad, 

se ha postulado la existencia de alteraciones en las vías de reparación y ciclo celular, 

vías en las que se encuentra involucrado el gen p53, conocido como el 11 guardián del 

genoma" y cuya participación en la estabilidad genómica y celular es bien conocida. 

De esta manera, podemos pensar que el que algunas personas se presenten como 

hiper-reactivas y I o más sensibles con respecto a algunas sustancias puede deberse a la 

presencia de heterocigosidad para algunos genes, entre ellos los de los SIC y que de esta 

forma exista variación en las vías que controlan la estabilidad genómica celular, que al 

final se ven reflejadas en la presencia o ausencia de un cáncer. 
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Determinar la sensibilidad a los efectos citotóxicos del arsenito de sodio en líneas 

linfoblastoides de cinco grupos de complementación de anemia de Fanconi y una línea 

normal. 

Determinar la viabilidad celular, por el método de diacetato de fluoresceina, de 

las diferentes líneas celulares, después de ser tratadas con arsenito de sodio por 24 

horas. 

Evaluar los niveles de expresión de la proteína p53, usando un anticuerpo 

monoclonal específico, en las diferentes líneas celulares, después del tratamiento con 

arsenito de sodio. 

Establecer si existen diferencias en susceptibilidad entre las seis líneas 

linfoblastoides, en cuanto a los dos parámetros antes mencionados. 

HIPon;SIS 

Si la anemia de Fanconi presenta perse hipersensibilidad a distintos agentes 

clastogénicos, entonces las líneas linfoblastoides de dicha enfermedad, tratadas con 

arsenito de sodio¡ mostrarán W\a mayor citotoxicidad y una diferente expresión de la 

proteína p53, en comparación con las líneas linfoblastoides normales, con respecto al 

daño causado por este metaloide. 
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Las líneas linfoblastoides provenientes de linfocitos de pacientes con anemia de 

Fanconi fueron transformadas con el virus de Epstein Ban para su inmortalización. Las 

líneas utilizadas fueron FA-A, FA-B, FA-C, FA-D, FA-E Y una línea transfectada y 

corregida con la versión normal del gen (HSC 720T + FANCA flag pDR2) (Tabla 2). Las 

primeras cuatro donadas por el Dr. Manuel Buchwald, del Hospital for Sick Children, 

Taranta Canadá y las dos últimas donadas por el Dr. Hans Joenje de la Vrije Universiet, 

Arnsterdam. 

Nombre designado Línea utilizada 
Normal HSC 720T + FANCA flag oDR2 
FA-A HSC720T 
FA-B HSC230 
FA-C HSC536 
FA-D HSC62N 
FA-E BUFA 130 

Tabla 2. Correlación de las líneas linfoblastoides utilizadas con su respectivo grupo 
de complementación y/o fenotipo celular. 

Cultivo de líneas celulares: 

Las líneas celulares de anemia de Fanconi junto con la línea línfoblastoide 

normal, fueron cultivadas con medio RPMI 1640 (Gibco, USA) suplementado con 10 % 

de suero fetal bovino (Gibco) inactivado a 56 oC, 1 % de aminoácidos no esenciales 10 

mM (Gibco), 1 % de L-glutamina (Gibco) y 1 % de piruvato de sodio 100mM (Gibco). 

Posteriormente se incubaron a 37 oC y 5 % de COlJ hasta alcanzar un crecimiento 

exponencial. 

Tratamiento con arsenito de sodio: 

Se preparó una solución stock de arsenito de sodio 1 mM en agua estéril y se 

hicieron diluciones en medio suplementado para obtener las siguientes concentraciones 

finales: 0.001, 0.01, 0.1,1,2.5,5,7.5,10,25 Y 50 ~M. 

Posteriormente se cultivaron de 1 a 1.5 x 10' células durante 24 horas, después 

de transcurrido este tiempo, se agregaron las concentraciones deseadas de arsénico a 

cada línea celular, utilizando un control negativo (sin tratamiento) y un control positivo 
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de daño al DNA (10 ng/ ml MMC) Y se dejaron los cultivos por 24 horas más. Este 

tratamtento se aplicó para la medición de la viabilidad celular por el método de 

diacetato de fluoresceína - bromuro de etidio, el ensayo de exclusión por azul tripano y 

la expresión de la proteína p53 (Figura 6). Para cada ensayo se hicieron tres repeticiones 

independientes. 

AnáliSis de la citotoxicidad: 

La viabilidad celular se evaluó al finalizar los tratamientos por los ensayos de 

diacetato de fluoresceína (FDA)/bromuro de etidio (BrEt) y exclusión con azul tripano 

(AT). 

Para el primer ensayo se usó una solución de FDA/BrEt, preparada como se 

indica a continuación: 30 ¡ti de FDA en acetona (5 mg/ml), 200 ~l de BrEt en una 

solución salina amortiguadora de fosfatos (PBS 1X) (200 ~g/ ml) Y 4.8 ml de PBS 

(Hartmann y Speit, 1995). 

Primeramente, las alícuotas de cada tratamiento se centrifugaron y se lavaron 

una vez con PBS, el botón se resuspendió en 150 ~l de medio y de esta suspensión se 

tomaron 10 ¡ti que se agregaron a 10 ¡ti de solución de tindón. La mezcla se colocó en un 

portaobjetos, se cubrió con un cubreobjetos y se contaron 100 células en el microscopio 

de fluorescencia, diferenciando las células vivas (verde fluorescente) de los núcleos de 

las células muertas (naranja -rojo) (Strauss, 1991). Para cada una de las lineas se hicieron 

cinco conteos y tres repetidones independientes. 

Para el segundo ensayo se realizó la misma dinámica pero mezclando 10 ~l de 

AT COn 10 ~l de solución de cultivo. Se tomaron 10 ~l de la mezcla, se pusieron en un 

hematocitómetro y se contaron 100 células en el microscopio óptico, diferenciando las 

células viables (refringentes y translúcidas) de las muertas (azules y con apariencia 

rugosa). Esta prueba sólo se utilizó en las curvas para la elección de los tratamientos y el 

método de evaluación de la citotoxicidad. 
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Cuantificación de proteína por Western blot: 

Después del tratamiento, los cultivos celulares se lavaron con PBS, este último se 

retiró y se agregó una solución salina amortiguadora de fosfatos [que contenía 1 % de 

Nonidet P40, 0.5 % de deoxicolato de sodio, 0.1 % SDS, 0.1 % de PMSF (3 mM), 0.1 % de 

aprotinina (20 ILg/ml), 0.1 % de ortovanadato de sodio (10 ILg/ml) Y azida de sodio], 

para lisar las células y así poder separar las proteínas. Esta suspensión se centrifugó 

durante 30 mioutos y se separó el sobrenadante que es el material proteico. 

Por medio del método de Lowry se cuantificó la concentración total de proteína 

en las células, como se explica a continuación: se puso un volumen conocido dellisado 

total con 5 ml de la solución de Lowry [A (NaOH O.lN y Na,Co, al 2%); B (Tartrato de 

sodio y potasio al 2%) y C (Sulfato de cobre al 1%)] y se agregaron 500 lLl de reactivo de 

Folin, se dejó reposar durante 30 minutos y se efectuó la lectura a 625 nm en el 

espectofotómetro. 

Se realizó una curva de calibración con albúmina (1 ILg/lLl) Y los valores 

obtenidos fueron los J.1g de proteína en los J.11 de muestra tomada, el volumen total 

necesario para la electroforesis se calculó dependiendo de los J.1g de muestra que se 

deseaban utilizar. 

Posteriormente se montó el dispositivo para electroforesis y se prepararon los 

geles de separación (10%) y alineación (4%) de poliacrilamida - SDS; se calentaron 50 ILg 

de muestra por 5 minutos en una solución amortiguadora de muestra para corrimiento 

(2 % SDS, 80 mM Tris pH 6.8, 10 % de glicerol, 5 % de 2-betarnercaptoetanol y 0.01 % de 

azul de bromofenol) y luego cada alicuota se puso en un carril del gel de alineación, una 

vez hecho esto se llevó a cabo la corrida, a 4"C con buffer de corrida y un voltaje inicial 

de 100 V, durante 100 mioutos. Al finalizar esto, las proteínas se transfirieron a una 

membrana de nitrocelulosa por medio de electrotransferencia durante una hora a baja 

temperatura. El gel se dejó en una solución de azul de Coomasie y la membrana de 

nitrocelulosa se bloqueó con leche en polvo baja en grasas al 2 % Y albúmina sérica 

(0.5%) en TBS, durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de esto el gel se puso en 

una solución desteñidora y la membrana se lavó tres veces con una solución 1 % de TBS 

- Tween, luego se agregó llLg/ml de anticuerpo anti-p53 y se dejó incubando toda la 

noche con agitación constante en refrigeración. Como control de la cantidad de proteína 

corrida en el gel, se incubó la membrana con el anticuerpo para actina. Se repítieron los 
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lavados. La detección de p53 se ruzo con el anticuerpo anti-IgG de ratón acoplado a 

peroxidasa en una dilución 1:3000 y para actina se utilizó anticuerpo de cobayo también 

acoplado a peroxidasa, por una hora. La membrana se volvió a lavar, igual que en los 

casos anteriores, se reveló m.ediante el sistema de quimioluminiscencia por el método 

ECL (Amersham) y se expuso a una placa de rayos X. Para terminar se realizó la 

densitometría de las bandas con el software Quantity-One de BIO RAD. 

Análisis estadístico: 

Después de obtener la citotoxicidad, se comparó el efecto de los diferentes 

tratamientos de As intralínea e interlinea aplicando el análisis estadístico de F de Tukey 

para varianzas no homogéneas con una p<O.OS. 

Análisis de resultados: 

Posteriormente se compararon los resultados de la viabilidad y la expresión de la 

proteina pS3 dentro de una misma linea y entre las diferentes lineas linfoblastoides para 

ver si existía alguna alteración, dada por la exposición al arsenito de sodio, en 

mecanismos que involucran el ciclo celular (viabilidad y expresión de ciertos genes) y si 

estas diferencias mostraban una susceptibilidad individual o diferencia interlinea. 
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TRATAMIENTO CON As 
0.001,0.01,0.1,1,2.5,5,7.5,10,25 Y 50 ¡.tM 
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Figura 6. Representaci6n gráfica del método utilizado. 
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a) Efecto citotóxico del arsenito de sodio: 

Con el objeto de elegir el mejor método para evaluar los efectos citotóxicos del 

arsenito de sodio y determinar el intervalo de concentraciones en el que se iba a trabajar, 

se realizaron curvas dosis-respuesta en las diferentes líneas linfoblastoides, utilizando el 

ensayo de exclusión con azul tripano (AT) y el ensayo de dicetato de fluoresceina

bromuro de etidio (FDA/BrEt). 

Después de haber tratado las células correspondientes a los grupos de 

complementación A, e, D y E, con arsenito de sodio por 24 horas, se observó que el 

ensayo de FOA/BrEt era el método más sensible debido a que se basa en la integridad 

nuclear y lisosomal de la célula y Su actividad metabólica, mientras que AT sólo 

evidencia el daño a nivel de membrana celular, debido a lo anterior en experimentos 

posteriores solo se utilizó FDA/BrEt para evaluar la citotoxicidad producida por el 

arsénico (Apéndice 1). 

Por otra parte, con el fin de ver la relación dosis-efecto y eliminar los 

tratamientos que pudieran ser citotóxicos, se realizaron curvas de viabilidad tratando las 

lineas linfoblastoides FA-A, FA-C, FA-D y FA-E, por 24 horas usando las siguientes 

concentraciones de arsenito de sodio: 0.001, 0.01, 0.1, 1, 5, 10, 25 Y 50 ¡LM. Para este 

experimento sólo se hizo una repetición y no se aplIcó prueba estadística ya que sólo se 

querían obtener las concentraciones que se iban a utilizar subsecuentemente. Los 

resultados mostraron que en el intervalo de 0.001 a 1 ¡LM, la viabilidad se mantiene por 

arriba del 80% y no existen diferencias en la respuesta entre las distintas líneas 

linfoblastoides, por lo que se decidió utilizar la concentración de 1 IlM como única para 

ese intervalo. Por otro lado, tanto en 25 como en 50 ¡LM el porcentaje de células 

muertas fue igual o mayor al 80% sin existir diferencia entre los tratamientos, por lo que 

se eliminó la concentración de 50 ¡LM. Con lo que respecta al intervalo de 1 a 10 ¡LM, se 

vio que existían variaciones en la disminución de la viabilidad dependi.entes de la línea 

celular utilizada y que en algunos casos existía una disminución drástica de este 

parámetro de una concentración a otra (ya fuera de 1 a 5 ¡tM o de 5 a 10 ¡LM), por lo que 

para ver con más detalle este decremento en la viabilidad se decidió utilizar 

tratamientos intermedios a estas concentraciones, los cuales fueron 2.5 y 7.5 ~ 

(Apéndice 1). 
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Una vez que se establecieron las concentraciones y el método mediante el cual se 

iban a evaluar los efectos cito tóxicos del arsenito de sodio se prosiguió con el 

tratamiento y evaluación de las seis líneas linfoblastoides: normal, FA-A, FA-B, FA-C, 

FA-O Y FA-E. 

la exposición de las líneas celulares de anemia de Fanconi y la línea normal, al 

arsénico por 24 horas mostró diferentes respuestas citotóxicas, para todos los 

linfoblastos en general y de manera cualitativa se observaron cambios en dos 

parámetros: por un lado la morfología celular iba cambiando con respecto a las 

concentraciones utilizadas, es decir, al inicio las células eran refringentes y turgentes, 

mientras que al ir aumentando la concentración disminuían su tamaño, la superficie 

membranal perdía su forma y se llegaba a la crenación en la mayor concentración, 

mientras que por otro lado, la densidad celular también iba en decremento al aumentar 

la concentración de arsénico, de manera tal que en las últimas concentraciones utilizadas 

el número de células por campo en el microscopio era mucho menor con respecto al 

control (Figura 7). Además, de manera cuantitativa existe en todas las líneas una 

disminución en la viabilidad con respecto a la concentración de arsenito de sodio de 

manera inversa, es decir, la viabilidad decrece conforme aumenta la concentración de 

dicho metaloide. En la Tabla 3 se puede ver que las seis líneas linfoblastoides presentan 

un comportamiento similar hasta la concentración de 2.5 ~, oscilando la viabilidad 

entre el 98 y el 92%. A partir de 5 J.lM, cada una de las líneas comienza a tener una 

distinta sensibilidad con respecto a los efectos del arserúto de sodio; mientras que FA-C 

se muestra como la linea más sensible con un cambio significativo en la viabilidad en 5 

¡.tM, las demás líneas lo hacen en 7.5 y 10 J.lM, notándose que AF-B y AF-D son aquellas 

cuyo comportamiento es similar a la linea normal. También se pude apreciar que el 

punto en el cual la viabilidad disminuye a menos del 50% (LOso) es diJerente en cada 

línea: para FA-C es en la concentración de 7.5 J.lM, para FA-A y FA-E es en 10 J.lM Y para 

FA-B, FA-D Y normal en 25 J.lM. Cabe señalar que en algunas líneas el cambio es tan 

drástico que ni siquiera se presenta una disminución paulatina de la viabilidad, ni una 

concentración de arsenito de sodio específica para la LDso,tal es el caso de las líneas 

normal, e, D y E. De acuerdo a lo anterior, estas diferencias en la sensibilidad pueden 

describirse según el siguiente gradiente: 

FA-D :5 normal < FA-B < FA-A S; FA-E < FA-C 
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Lo anterior con respecto al comportamiento interlínea. Ahora, en lo concerniente 

al comportamiento intralínea, se observan diferencias signilicativas (F de Tukey; p <0.05) 

en la viabilidad, al comparar las células de cada una de las lineas por separado sin y con 

tratamiento a partir de 5 JlM (Figura 8). 

b) Detección de la protema p53 en las líneas linfoblastoides tratadas con arsenito de 

~ 

Otro parámetro evaluado fue la modulación de la proteina p53. Con el objeto de 

determinar si el arsenito de sodio teIÚa algún efecto con respecto a la expresión de los 

niveles de la proteina p53, las diferentes lineas linfoblastoides fueron cultivadas con 

dosis de 1, 5, 10 Y 25 11M de arsenito de sodio por 24 horas, utilizando como control 

positivo MMC y como control negativo células sin tratamiento, después de lo cual se 

hizo una evaluación dosis-efecto, utilizando la técnica de Westem blot y el análisis por 

inmunodetección específica para esta· proteína. 

La expresión basal de la proteína p53 se evaluó mediante la técnica de Western 

blot a través de anticuerpos monoclonales específicos para p53, encontrándose, 

cualitativaroente, una expresión similar en todas las lineas linfoblastoides aunque al 

parecer para el caso de FA-A el nivel basal es aparentemente menor y para FA-B existe 

un estado inducido (Figura 9), cabe señalar que cuando se realiza el análisis 

densitométrico de las bandas para obtener los valores relativos de expresión proteica, es 

necesario igualar los niveles basales a 1 para poder comparar de manera cuantitativa. 

Los resultados de los tratamientos con las diferentes concentraciones de arsenito 

de sodio indican que los puntos de inicio y máxima inducción varian según la línea 

linfoblastoide (Tabla 4) comO se explica a continuación: para la linea normal, la 

inducción a lo largo de todas las concentraciones es baja en general, siendo que el punto 

de inicio es en 1 11M Y el nivel máximo alcanzado es en 25 11M (Figura 10). Para FA-A el 

inicio de la inducción se encuentra en 1 11M Y el punto de máxima inducción en 5 JlM, 
concentración después de la cual los niveles de la proteína comienzan a decrecer, lo cual 

correlaciona con los resultados de viabilidad y / o muerte celular a estas dosis (Figura 

11). Para FA~B, los ruveles de la proteína se mantienen mas o menos constantes a lo largo 

de todas las concentraciones excepto en 10 11M, donde se ve la máxima inducción (Figura 

12). FA-C resulta ser otra vez la linea linfoblastoide más sensible, con los niveles de 

respuesta más elevados, comenzando la inducción en 1 J.LM Y aumentando 
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progresivamente hasta llegar al punto máximo en 25 ¡¡M (Figura 13). FA-D, comienza la 

inducción en 5 ¡¡M, llega al máximo nivel en 10 ¡.<M Y decae en 25 ¡¡M (Figura 14), por 

último FA-E, presenta el inicio de inducción en 1 ¡¡M, llega a la máxima inducción en 10 

¡¡M Y decrece en 25 ¡¡M (Figura 15). Presentándose así una respuesta muy sínúlar a la 

observada en los ensayos de citotoxicidad. 
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[As) VIABILIDAD ('Yo) 
(¡LM) 

NORMAL FA-A FA-B FA-C FA-D FA-E 

O 100 100 100 100 100 100 

1 99.12 ±2.8 100±4.0 100 ± 1.8 97.65± 1.6 99.59 ± 1.6 97.90 ± 1.9 

2.5 95.l2±2.7 94.37 ±4.3 95.02±3.0 97.36±2.8 96.11 ±2.8 92.28 ±4.0 

S 89.13 ± 5.1' 86.45±5.6 ' 90.62 ± 2.6' 65.91 ± 11.3 94.30±4.3 ' 81.81 ± 8.6' , 
7.5 78.42±2.7' 67.02 ±8.1 ' 76.39 ± 9.3' 33.65 ± 11.1 88.05 ±2.3' 66.93 ± 5.1' 

• 
10 62.03 ±8.0· 50.34 ± 12.8 ' 59.28±4.7' 17.86 ± 4.1' 79.22 ± 5.7 , 37.85 ±1M 

• 
2S 13.43 ±2.6· 7.84±2.3' 2.38 ±M' 3.38± 1.5' 9.59±U' 2.53 ± 1.3' 

MMC 96.32± 5.8 97.19± 4.4 91.34 ± 3.4 88.03±S.6 94.79 ± 1.5 95.65 ±2.2 

Tabla. 3. Viabilidad celular de seis lineas linfoblastoides, tratadas con arsenito de 
sodio durante 24 horas, medida por el método de FDAlBrEt. Las diferencias intralinea, 
es decir, entre las concentraciones de arsenito de sodio y su respectivo control, fueron 
significativas para todas las líneas a partir de 5 f'M ('). Por otro lado, Se indican en 
negritas los valores en los cuales el comportamiento de esa línea celular es 
significativamente diferente al de las demás y con cursivas subrayadas el punto en el 
que la viabilidad celular es menor o igual al 50%. Promedio de tres repeticiones 
independientes a las que se les aplicó la prueba de F de Tukey ('p<0.05). 
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Figura 7. Células de anen,ia de fanconí tratadas con diferentes concentraciones de 
arsenito de sodio durante 24 horas Se mlle~\rali las tomas al n,ücroscopio de 
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Figura 8, Viabilidad celular de las diferentes lineas IinfoblastoleJes. La viabilidad 
fue determinada por el ensayo eJe FDA/BrEt, después de haber tratado las 
diferentes lineas por 24 horas con las concentraciones Indicadas de arsenito de 
sodio, utilizando como control positivo MMC. Promedio de tres repeticiones 
Independientes donde el tratamiento fue significativo (M p<O,05) a partir de la 
concentración de 5 ¡1M. 
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...- p53 

Normal FA-A FA-B FA-C FA-D FA-E 

figura 9. Expresión basal de la proteina p53 en las diferentes lineas 
IInfoblastoldes estudiadas. El análisis de la proteina se realizó mediante 
la técnica de Western blot, utilizando 50 Jl.g de proteina total. 
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[As] DENSIDAD OPTICA (Unidades relativas) 
e:;"~ 

(¡tM) 
NORMAL FA-A FA-B FA-C FA-D " FA-E· , 

"',:- ' , ' 

O l.OO±O,Ol 1.00 ± 0.04 1.00 ±0.07 1.00 ±O.04 1.00 ±O.Ol l.OO±O.O9 

1 1.17 ± 0,02 1.28± 0.07 1.05± 0.03 1.38 ±0.03 1.05 ±O.04 1.42 ± 0.04 

5 1.45 ± 0,06 1.53 ±0.09 1.23±0.04 1.85 ±0.08 1.28 ±0.09 1.90 ±0.05 

10 1.62 ± 0.06 1.40 ± 0.12 1.57 ± 0.08 2.38 ± 0.09 2.00±0.06 2.23±0.13 

25 1.85 ± 0.09 1.19 ± 0.04 1.00 ± 0.1 2.54±0.1 1.68 ± 0.1 1.76 ±0.1 

MMC 1.31 ±0.04 0.98 ± 0.05 0.98 ± 0.03 1.10 ±0.04 1.60±0.1 1.!5± 0.03 

Tabla 4. Expresión de la proteína p53 en seis lineas linfoblastoides, después de 24 
horas de tratamiento Con arsenito de sodio. Se muestran los valores densitométricos 
en unidades relativas, los cuales representan el promedio de tres repeticiones 
independientes. 
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5 10 25 MMC 

-+- p53 

.... Actina 

5 10 25 MMC 

Concentraclon arsenito de sodio (~M) 

Figura 10. Expresión de la protefna p53 en la Unea IInfoblastolde normal. El 
análisis de la protefna se realizó mediante la técnica de Western blot en 
cultivos a 24 horas, tratados con las concentraciones Indicadas de arsenito 
de sodio (11M), Incluyendo un control negativo <sin tratamiento) y un 
control positivo (MMC). Se muestran tanto el gel (donde se utilizó como 
control de corrida actlna) como la grllflca del análisis densltométrlco, los 
valores del eje "y" son relativos, representando la media de tres 
experimentos. 
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Figura 11. Expresión de la proterna p53 en la Ifnea IInfoblastolde 
correspondiente al grupo de complementaclón FA-A. El anflllsls de la 
proterna se realizó mediante la técnica de Western blot en cultivos a 24 
horas, tratados con las concentraciones Indicadas de arsenito de sodio 
(¡¡.M), Incluyendo un control negativo (sin tratamiento) y un control 
positivo (MMC). Se muestran tanto el gel (donde se utilizó como control de 
corrida actlna) como la grflflca del análisis densltométrlco, los valores del 
eje "y" son relativos, representando la media de tres experimentos. 
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Figura 12, Expresión de la protelna p53 en la linea IInfoblastolde 
correspondiente al grupo de complementaclón FA-B. El análisis de la 
protelna se realizó mediante la técnica de Western blot en cultivos a 24 
horas, tratados con las concentraciones Indicadas de arsenito de sodio 
(11M), Incluyendo un control negativo (sin tratamiento) y un control 
positivo (MMC). Se muestran tanto el gel (donde se utilizó como control de 
corrida actlna) como la grátlca del análisis densltométrlco, los valores del 
eje "y" son relativos, representando la media de tres experimentos. 
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Figura 13. Expresión de la protelna pS3 en la linea IInfoblastolde 
correspondiente al grupo de complementaclón FA-e. El anflllsls de la 
prote(na se realizó mediante la técnica de Western blot en cultivos a 24 
horas, tratados con las concentraciones Indicadas de arsenito de sodio 
(I'M), Incluyendo un control negativo (sin tratamiento) y un control 
positivo (MMC). Se muestran tanto el gel (donde se utilizó como control de 
corrida actlna) como la grflflca del anflllsls densltométrlco, los valores del 
eje "y" son relativos, representando la media de tres experimentos. 
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Figura t 4. Expresión de la proterna p53 en la linea linfoblastoide 
correspondiente al grupo de complementación FA-D. El análisis de la 
proterna se realizó mediante la técnica de Western blot en cultivos a 24 
horas, tratados con las concentraciones Indicadas de arsenito de sodio 
(¡<M), Incluyendo un control negativo (sin tratamiento) y un control 
positivo (MMC). Se muestran tanto el gel (donde se utilizó como control de 
corrida actlna) como la gráfica del análisis densltométrlco, los valores del 
eje "y" son relativos, representando la media de tres experimentos. 
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Figura 15. Expresión de la protelna p53 en la linea IInfoblastolde 
correspondiente al grupo de complementaclón FA-E. El análisis de la 
protelna se realizó mediante la técnica de Western blot en cultivos a 24 
horas, tratados con las concentraciones Indicadas de arsenito de sodio 
(JiM), Incluyendo un control negativo (sin tratamiento) y un control 
positivo (MMC). Se muestran tanto el gel (donde se utilizó como control de 
corrida actlna) como la gráfica del análisis densltométrlco, los valores del 
eje "y" son relativos, representando la media de tres experimentos. 
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Con el objeto de detemrlnax la sensibilidad de las diferentes líneas linfoblastoides 

de cinco grupos de complementación de anemia de Fanconi en comparación con una 

línea normal, se hicieron cultivos celulaxes los c.uales fueron tratados con distintas 

concentraciones de arsenito de sodio por 24 horas y se analizaron parámetros como la 

citotoxicidad, medida a través del ensayo de diacetato de fluoresceina - bromuro de 

etidio y la expresión de los niveles de la proteína p53 a través de la inmW10detección 

con un anticuerpo monoclonal especifico. 

Los resultados obtenidos muestran que la respuesta citotóxica inducida por el 

tratamiento con distintas concentraciones de arsenito de sodio a 24 horas es diferente en 

las lineas linfoblastoides utilizadas. Todas las líneas celulares fueron afectadas por el 

arsénico de tal manera que a las mayores concentraciones la citotoxicidad era alrededor 

del 100% y la densidad celular estaba muy disminuida, lo cual confirma que de alguna 

manera el As interactúa con la célula p~oduciendo un daño y/o causándole la muerte, 

tal vez al desencadenar cascadas génicas que involucran el ciclo celular, la reparación y 

la apoptosis. Sobre este punto hay que señalar que las concentraciones a las que se 

observaron estos efectos no fueron las mismas para todas las líneas celulares, los grupos 

de coxnplementación A, E Y e se mostraron como los más sensibles, siendo este último 

aún más sensible que los dos primeros con una LD50 en la concentración de 7.5 I'M, 

mientras que los grupos B, D Y normal se comportaron de manera similar tolerando los 

tratamientos hasta la concentración de 25 I'M, que corresponde a su LD" (Tabla 3). Cabe 

mencionar que el punto en el que cada línea celular diSminuyó su viabilidad al 50% 

resultó relativo en este estudio, dado que para algunas líneas linfoblastoides se 

presentaron cambios drásticos de una concentración a otra, a pesar de que esto se trató 

de prevenir utilizando concentraciones intermedias (Figura 8). 

Esta toxicidad causada por el As, puede deberse en primer lugar al efecto de este 

metaloide sobre la integridad mitocondrial. Se sabe que uno de los mecanismos a través 

de los cuales el arsénico actúa es al modificar la estructura y el potencial membrana! de 

la mitocondria, alterando los procesos de oxidación (respiJ:ación) provocando un 

decremento en el NADH formado a partir de ATP y generando especies de oxigeno 

reactivas (Schiller, 1977). Estos carnbios provocan la inducción de la apoplosis a través 

de la activación de enzimas como la caspasa-3 y l. liberación del citocromo e Oing, 1999). 

Cabe mencionar que se ha observado que la AF es especialmente sensible a eslas 
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especies de oxígeno reactivas, por 10 que este daño podría verse potenciado, al menos 

para algunos de los grupos de complementación. 

Esta diferente sensibilidad a. agentes xenobióticos como el arsénico entre los 

grupos de complementación de AF, ha sido observada con otros agentes como la MMC 

o el DEB (Carreau. 1999), de hecho al comparar líneas normales con linfoblastos de AJ, 

Buchwald (1995) encontró que estos últimos son más sensibles con respecto al control y 

que además se comportan de manera distinta, la línea HSC62 (FA-D) era cinco veces 

más sensible con respecto al control, en comparación con la línea HSC230 (FA-B), que lo 

era 15 veces más y la línea HSCn (FA-A) que lo era 20 veces más, estas variaciones en el 

comportamiento celular nos hablan de que los genes alterados en cada grupo pueden 

estar involucrados en diferentes vías de acción o en la misma vía pero a diferentes 

niveles. 

Otro de los mecanismos a través de los cuales se ha propuesto que el arsenito de 

sodio ejerce sus efectos sobre la célula es al inhibir el ensamblaje de los microlúbulos y al 

inducir la despolimerización de la tubulina (Ramirez, 1997), provocando hiperdiploidias 

y efectos indirectos como la detención mitótica (Liang, 1985) a lo que se agrega su 

capacidad para formar entrecruzamlentos DNA-proteína (Ramfrez, 2000), dando lugar a 

la inestabilidad genómica y a la amplificación O desregulación de genes que 

desencadenan procesos coma la malignización celular y/o la activación de procesos 

cama la detención del ciclo celular para la reparación o llevar como punto final a la 

apoptosis. Esta hipótesis resulta interesante ya que al realizar este trabajo nos 

encontramos con algunos hallazgos. De manera cualitativa, se observó al microscopio 

que a las mayores concentraciones de arsénico como 10 y 25 11M algunas de las células 

que quedaban aún vivas eran de mayor tamaño que las del control negativo, esto podría 

estarnos hablando de una falta de citocinesis no así de cariocinesis, lo que por ende 

resulta en una poliploidía celular. Para probar lo anterior se podrían utilizar ensayos a 

futuro, como la elaboración del cariotipo de las células a cada concentración para 

corroborar si efectivamente el número cromasóntico esta alterado y en que forma o el 

análisis de la cantidad de DNA por citometría de flujo. 

El As alternativamente, podría estar actuando a nivel de la reparación del DNA, 

ya sea alterando proteinas que detectan el daño o directamente actuando sobre alguna 

de las enzimas de reparación y/o estar generando situaciones de estrés oxidativo al 

alterar las funciones de ciertaS enzimas involucradas en la detoxificación comO la GSH. 
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Como ya se ha dicho, la AF presenta una sensibilidad específica a agentes alquilantes 

bifuncionaJes (MMC, DEB, cisplatino) que se ha demostrado a través principalmente, del 

estudio de aberraciones cromos6micas y sobrevida celular y escasos ensayos sobre 

expresión de algunos genes como p53 (Kruyt, 1996). Cabe destacar que se ha postulado 

que agentes como la MMC y el DEB, ejercen su acción de manera oxido-dependiente a 

través de la inhibición de algunas enzimas de detoxificación como la catalasa, la 

manganeso superóxido dismutasa, la GST y la GSH (Korkina, 2000; Pagano, 2000), de 

manera tal vez similar al arsénico. Al respecto la anemia de Fanconi se presenta como un 

buen modelo para conocer el tipo de efecto ocasionado por el arsénico, ya que esta 

mostró ser sensible a los tratamientos. Es por lo anterior, que podrían diseñarse 

estrategias para ver si el arsénico está actuando de manera parecida a los alquilantes 

bifuncionales, tal vez a través de la evaluación del tipo de aberraciones aomosómicas a 

diferentes concentraciones y tiempos de tratamiento. 

En nuestro estudio fue evidente una respuesta diferencial ente las líneas celulares 

de AF dependiendo del grupo de complementación y de la dosis de arsenito de sodio 

usada. A las concentraciones más bajas utilizadas dependiendo de la naturaleza del 

daño y dada la heterogeneidad genética de la enfermedad, cada gen de los diferentes 

grupos de complementación pudiera estar desempeñando una actividad diferente 1) al 

detectar por sí mismos el daño, 2) al activar genes implicados directamente en los 

mecanismos de respuesta ante el daño celular y 3) ser directamente los efectores de la 

respuesta ante este daño generado por el arsénico, como por ejemplo en los puntos de 

monitoreo, donde FANCC al parecer tiene relación con la fase de G2, ya que el 

transfectar la versión corregida de este gen a células de FA-C corrige la acumulación 

característica de estas en dicha fase después de producido el daño (Kupfer, 1996; Kruyt, 

1996). 

Además aunado a que estos genes estuvieran actuando en vías separadas, 

también se ha visto que algunos de ellos forman complejos 

(FANCA/FANCG/FANCC/FANCF) (D'Andrea, 1996; Garda-Higuera, 1999) que 

confieren estabilidad a cada una de las proteínas que los conforman y que permiten la 

translocación al núcleo con una mi!yor eficiencia. También es posible que en las 

concentraciones más elevadas utilizadas, el tipo de respuesta fuera más general en 

cuanto a las cascadas de detoxificación y reparación involucradas, debido a que la 

magnitud del daño presente es mayor y por ello la respuesta de la célula ante el daño tal 

vez más rápida aunque menos eficiente ocasionando así un mayor número de 
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alteraciones. De esta manera la cantidad de daño que se necesita para poder inducir y 

obtener una respuesta celular dependerá, en este caso, del grupo de complernentación, 

de las posibles alteraciones y del efecto de estas en el micro y macroambiente celular. 

Otro de los efectos que puede inducir el arsénico, es el alterar la proliferación 

celular (Gonsebatt, 1992) provocando un retraso en la progresión de las fases cel ciclo 

celular. Salazar (1997) encontró que el As induce la expresión de la proteina p53 en 

diferentes líneas celulares y que las células cuyo p53 es funcional conllevan mejor el 

daño inducido por este metaloide, es decir, presentan una mayor vlabilidad y niveles de 

p53, lo que se ve reflejado en el control del ciclo celular y la respuesta ante xenobióticos. 

Como recordaremos la importancia de este guardian del genoma, como se le ha 

denominado ha p53, es que se encuentra involucrado en la regulación de procesos 

vitales para la célula como la proliferación, la reparación y la apoptosis. Adicionalmente, 

este gen resulta de especial interés ya que 1) se ha visto es regulado por ATM, gen de la 

Ataxia telangiectasia, otro de los SIC, 2) los escasOs ensayos que se han realizado en la 

anemia de Fanconi en relación a la expresión de este con respecto a diferentes agentes 

han resultado controversiales ya que algunos autores encontraron una ausencia en la 

inducción de p53 (Roselli, 1995) Y otros una notoria inducción (Kupfer, 1996; Kruyt, 

1996) Y 3) Uebetrau (1997) encontró que FANCC contiene dos sitios consenso para este 

gen, WlO en su promotor y otro en la región 3'. Al respecto, se ha observado que las 

mutaciones cercanas al sitio de unión de p53 en el extremo 3' de.FANCC dan un fenotipo 

más severo en los pacientes pertenecientes a este grupo de complernentación (Uu, 1994), 

lo que pudiera deberSe a una imposibilidad de interacción entre p53 y FANCC o algunas 

de las otras proteinas de AF y a la alteración de ciertos procesos celulares. 

Debido a lo anterior y con el afán de conocer la expresión de la proteína p53 en 

los grupos de complementación A a E de la anemia de Fanconi, se trataron a las células 

con cuatro diferentes concentraciones de arsenito de sodio (1, 5, 10 Y 25 11M) por 24 horas 

y se llevó a cabo la inmunodetección de la proteina. 

Desde un inicio se encontraron diferencias entre algunas de las líneas de anemia 

de Fanconi y el grupo control con respecto a los niveles basales de p53, de manera tal 

que al parecer FA-A presenta una expresión menor y FA-S un estado inducido (Figura 

9). Esto podría significar que de alguna manera la interacción entre los genes y/o las 

proteinas de AF y p53 está alterada. Pudiera Ser que para el caso de FA-A, las 

mutaciones en FANCA ocasionen 1) o que no haya interacción entre la proteína de p53 y 
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la secuencia génica de F AN CA, tal vez por alteración de sitios consenso aún 

desconocidos o 2) que la interacción entre ambas proteinas sea inestable o requiera de un 

mayor número de moléculas para su eficiencia y para el caso de FA-B, tal vez este estado 

inducido se deba a una interacción continua entre ambas proteínas o a algún tipo de 

estímulo de naturaleza desconocida que mantenga encendido a p53, claro que para 

ambos casos es imposible descartar que esta sea la expresión basal normal de cada línea 

y que las diferencias observadas sean normales. 

Aunado a lo anterior, en las seis líneas linfoblastoides se encontró 

un aumento de la proteína con relación a la exposición al arsénico, este aumento fue 

totalmente dependiente de la linea celular utilizada. Esta primera aproximación a la 

relación AF-p53 arroja información importante, ya que el encontrarse una inducción de 

la proteína en los cinco grupos de coxnplementación nos habla de que este gen es un 

probable activador de los productos génicos de la anemia de Fanconi, es decir, de alguna 

maneta p53 detecta el daño producido por el arsénico e interactúa con algunos de los 

genes de AF, seguramente con la finalidad de desencadenar la respuesta celular a través 

de vías como la reparación, la detoxificaci6n y el ciclo celular, funciones en las que aún 

se desconoce el papel de los genes de AF. En caso de que la situación hubiese sido 

contraria, es decir, que p53 fuera un efector de alguno de los genes de AF lo que se 

hubiera observado serían grupos con inducción y grupos sin induccióIl¡ los primeros nos 

hablarlan de una vía totalmente independiente entre AF y p53 Y los segundos, de que de 

alguna manera el producto génico de un grupo de complementadón en específico 

estaría regulando o moduiando la expresión de p53 y al faltar este gen la vía hacia p53 

estaría nulíficada o alterada, tal es el caso de ATM y p53, donde las células homodgotas 

para el gen de Ataxia telangiectasia no presentan una inducción de p53 (Meyn, 1995). 

Claro que con los experimentos utilizados no podemos descartar la posibilidad de que la 

inducción de p53 na involucre directamente a las proteinas de AF. 

Como ya se mencionó, los niveles de expresión de p53 fueron diferentes para 

cada linea linfoblastoide, para algunas de ellas la inducción fue apenas perceptible o 

muy escasa con respecto al control tal es el caso de FA-S, para otras fue baja como FA-A 

y FA-O, mientras que para FA-C y FA-E fue totalmente evidente (Figuras 10 a 15). 

Inclusive, las diferencias en la inducción de p53 entre los grupos de complementación 

también fue observada, aunque en menor grado, con la MMC. Este tipo de respuesta ya 

había sida obtenida con otras sustancias, Kruyt y colaboradores (1996) al tratar 

linfoblastos de AF (A a El con bajas dosis de MMC, observaron que FA-B resultaba ser 
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la línea menos sensible y con respuesta similar al control, característica que al parecer es 

típica de este subtipo ya que se utilizaron dos diferentes lineas linfoblastoides (HSC 230 

Y VU 178). Adicionalmente Kupfer (1996), encontró que la inducción de p53 era mayor 

en células de FA-C (0.1 ¡unol/L MMC) en comparación con las células transfectadas con 

la versión normal de este gen. Tomando en cuenta los resultados anteriores, podemos 

decir que la inducción y lo acumulación de p53 mediada por el arsenito de sodio puede 

estar relacionada y ser alterada por algunos de los genes de AF, ya que el encontrarse 

ausente alguno de estos predispone a una mayor sensibilidad y por lo tanto a una mayor 

expresión de p53 o en el caso opuesto, a una disminución en la señal de activación de 

p53. 

El arsénico pudiera también inducir sus efectos a nivel de las fases y/o los 

puntos de monitoreo del ciclo celular, sitios de control que se ha visto también están 

alterados en AF, al menos la fase G2/M. De manera tal que las células de AF pudieran 

escapar a estos puntos de control y entonces generar células mutantes que a largo plazo 

se volverían malignas o por el contrario, que las células dañadas fueran reconocidas por 

los elementos de control intracelulares y llevadas a la apoptosis, ambos postulados 

requieren investigaciones futuras utilizando ensayos para conocer por ejemplo la 

cantidad de células en cada fase del ciclo celular, para saber sí existe una detención en 

algún punto en especinco o la cantidad de células apoptóticas, para saber si hay mayor 

muerte celular en los cultivos con tratamiento que en aquellos que carecen de este. 

Sin embargo, a pesar de que este tipo de estudios no se realizaron durante el 

desarrollo de este trabajo, si podemos a partir de ~os resultados sobre dtotoxicidad 

celular y la inducción de p53 hacer una suposición de lo que está sucediendo, dado que 

estos parámetros aportan información indirecta sobre el ciclo celular y la apoptosis. Al 

respecto, una posible interpretación de nuestros resultados es que efectivamente había 

un incremento en la muerte celular (ya sea como resultado del daño a mitocondrias o 

debido a vías alternativas), de manera tal que al ir aumentando la dosis de arsenito de 

sodio primero se producía un estado inducido de la proteína p53, lo que correspondería 

a la detección del daño y al inicio o activación de genes y mecanismos de respuesta, que 

en algunos casos estos niveles se mantenían sin ningún cambio, lo cual podría hablamos 

de que la cantidad de proteína conjuntamente con e~ daño inducido hasta ese momento 

eran insuficientes para encender el proceso de apoptos1s por completo (línea normal, 

FA-B, FA·D) (Figuras 10, 12 Y 14) o si estos niveles seguían aumentando como resultado 

de un daño mayor (FA-C y FA-E) (Figuras 13 y 15), resultaría en estabilización de un 
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mayor númerO de moléculas proteicas necesarias que en estas condiciones activarían la 

cascada de muerte celular. Ya en las dosis más altas se observó una disminución en la 

expresión de la proteína que correlaciona con los resultados cuantitativos de viabilidad 

(menores al 50%) Y cualitativos con el decremento en la densidad celular, lo que nos 

habla de un roenor número de células que pudieran estar provocando la inducción, estos 

resultados han sido obtenidos por otros autores al realizar curvas de inhibición de 

crecimiento con distintas líneas de AF y con diferentes concentraciones de MMC (Esmer, 

en proceso de publicación). Sobre este punto es difícil poder separar en cuanto a las 

concentraciones utilizadas las funciones de p53, dado que los procesos celulares son 

totalmente dinámicos, lo que si es claro es que la inducción de p53 involucra eventos de 

señalización y retroalimentación y el que exista una dosis respuesta podría consip.erarse 

como que p53 no ha llegado a su umbral o punto máximo de activación por arriba del 

cual su inducción y/o respuesta podría ser constante. 

Se sabe que la radiación ionizan te y muchas sustancias citotóxicas, incluyendo el 

arsenito de sodio y la MMC, inducen una acumulación en la proteína supresora de 

tumores p53. Mecarústicamente, p53 actúa como un factor de transcripción sobre genes 

especificos involucrados en diversos procesos, pudiendo jugar un papel en la reparación 

del DNA 1) directamente a través de su capacidad de unirse a rompimientos en las 

cadenas del DNA, ya sean sencillos o dobles, catalizando la renaturalización del DNA y 

la transferencia de cadenas o 2) indirectamente, a través de su activación con el 

subsecuente arresto del ciclo celular en la fase Gl o G2. 1..0 que presumiblemente permite 

un mayor tiempo de reparación antes de pasar a las fases S o MI previniendo la 

existencia de alteraciones genéticas o $1 el daño es ex.cesivo medlando la apoptosis 

celular (Roselli, 1995). A pesar de que se conoce que el daño al DNA perse puede 

desencadenar estos procesos las señales que dan inicio a ellos son aún desconocidas. 

En este estudio se evidenció que los productos génicos de la AF interactúan, de 

manera diferencial con p53 en respuesta al daño ocasionado por la exposición a 

diferentes dosis de arsenito de sodio. Varios mecanismos pueden ser considerados para 

explicar estas diferencias en la respuesta de p53: 1) por una parte los genes de AF 

pueden estar funcionando en la retroalunentación hacia p53 regulando así su activación 

y /0 supresión, 2) podrían estar involucrados a nivel nuclear, de manera tal que el daño 

al DNA genera una señal que provoca su activación, la cual induce una cascada génica 

aún desconocida que conlleva a la activación de factores específicos para contrarrestar 

los efectos cltotóxicos de diferentes agentes (como el arsénico) a través de la reparación y 
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el ciclo celular, esta opción se ve apoyada por la evidencia de la localización 

principalmente nuclear de las proteínas de AF (FA-A, FA-F Y FA-G) Y la formación del 

complejo y 3) podrían estar operando a nivel citoplásrnico funcionando como detectores 

de las sustancias dañinas para evitar los posibles daños causados por estas o como 

agentes detoxificadores, papel que podría estar jugando FANCC cuya principal 

localización es citoplasmática. 

De hecho estudios recientes han demostrado que F ANCC interacciona con la 

enzima microsomal NADPH citocromo P450 reductasa (RED), resultando en un 

decremento de la actividad de esta última. La formación del complejo F ANCC-RED 

provoca la disminución del transporte de electrones en la membrana microsamal 

regu1ando una de las principales vías de detoxificación celular. Como RED esta 

involucrada en la activación de algunos xenobióticos a través de CYP esta interacción 

podría sugerir el papel de F ANCC como un regulador de las cascadas de oxidoreducción 

(Kruyt, 1998). Además a estos experimentos se han agregado evidencias que indican que 

células HeLa que sobreexpresan las proteínas FANCC y RED se vuelven insensibles ante 

el tratamiento con MMC, situación que no sucede cuando se sobreexpresan otras 

proteinas del complejo AF como FANCA y FANCG (Youssoufian, 1999), lo cual 

evidencia el que las diferentes proteinas de AF juegan distintos papeles a nivel celular. 

Otro estudio reciente demostró la unión de FANCC con la proteína Glutatión S

transferasa PI (GSTPl), incrementando su actividad cataJJtica y apoptótica (Cwnming, 

1999). La proteína GST es conocida como una enzima involucrada en la detoxificación 

intracelular de sustancias tóxicas y carcinogénicas, entre ellas el arsénico y como parte 

de la vía de defensa antioxidante, de esta manera la información que se tiene hasta el 

momento indica la relación de FANCC con enzimas involucradas en las fases 1 y II de la 

transformación de sustancias mutagénicas y carcinogénicas. Otra vía de acción de 

FANCC es la de reparación ya que se ha visto interactúa con la proteina Rad 51, 

involucrada en este proceso (Meyn, 1999). Lo anterior abre una garna de posibilidades 

ya que en otros SIC como Ataxia telangiectasia y Bloom se han corroborado 

interacciones con los productos génicos de BRCAl, NBSl, RAD, c-Abl, Chk-2, etc. 

Es importante señalar que estudios recientes apuntan hacia la idea de que 

algunas de las proteínas de AF y / o directamente el complejo interaccionan con 

proteínas como ATM y BRCAl (Garda-Higuera, 2001), esto es relevante debido a que 

BRCAl es una proteina implicada en la reparación del DNA y ATM es una cinasa que 

podría estar mediando, a través de la fosforilación, la modificadón post-traduccional de 
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algunas de ellas haciéndolas activas o susceptibles a la interacción con terceras 

proteínas, esta hipótesis se ve apoyada cuando al precipitar el complejo AF se ve que el 

peso molecular de este en KDa es muy elevado, lo que indica la participación de varios 

genes incluidos los de AF, situación que ya se ha observado para el caso de BRCA1, 

quien se ha visto forma un super complejo con al menos nueve o diez proteínas más 

formando lo que Wang y colaboradores (2000) han llamado BASC (Complejo de 

reconocimiento del genoma asociado a BRCA1). Entonces entre las proteínas que están 

interactuando podría estar p53, de tal manera que en conjunto estarían mediando la 

detección del daño ocasionado por la entrada de sustancias dañinas a la célula, como el 

arsenito de sodio y la detención del ciclo celular para la reparación o la salida de la 

célula vía apoptosis. 

A partir de todo lo anterior podemos especular sobre los eventos a ocurrir por 

ausencia de alguno de los genes de AF: 

1) FA-A: como el gen FANCA está ausente su producto proteico no es generado. Se 

sabe que este forma primero un heterodímero con FANCG que les confiere 

estabilidad, aumentando su vida media y que permite la interacción con FANCC, lo 

cual conlleva a su relocalización a nivel nuclear (García-Higuera, 1999). Debido a 

esta localización se ha postuiado que la función del complejo es la reparación. De 

esta manera al no haber FANCA primero, FANCG es sumamente inestable y por lo 

tanto es degradada y segundo, no hay formación del complejo ni translocación a 

núcleo. Entonces el daño es reconocido por la célula, p53 trata de activar entre otros 

genes a FANCA, pero al estar ausente este no hay reparación dependiente de esta 

proteína, en caso de que esta sea su función, ni una señal de retroalimentación que 

incremente los niveles de p53 por lo que la céluia podría no tener un camino claro a 

seguir, es decir, deberá continuar el ciclo, deberá detenerse y reparar o simplemente 

morir, 

2) FA-B: el tipo de respuesta que presentó fue el más parecido al grupo control (Figuras 

8 y 12), por lo que al parecer el gen FANCB no es estrictamente necesario para los 

procesos de detoxificación y control de daño celular o no está directamente 

relacionado con p53, ya que aparentemente las células de dicho grupo están 

pudiendo lidiar con el daño producido por el arsénico seguramente a través o de 

vías alternativas o de la inducción de p53 mediante la activación de proteínaS 

diferentes a FANCB. 
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3) FA-C: al parecer p53 capta la seña1 de daño y trata de transmitirla a FANCC a través 

de su llllión en los sitios consenso que se encuentran en el promotor y en el extremo 

3', para este particular pueden estar sucediendo dos situaciones: A) el gen FANCC 

puede estar presente pero tener una deleción que anule totalmente o la transcripción 

o la función de su proteína, por lo cual 1) p53 no puede transactivar este gen y 

ejercer una respuesta F ANCC dependiente y 2) debido a la ausencia de esta proteína 

el complejo AF no es tan estable y se ve mermada su actividad, cualquiera que esta 

sea y B) el tipo de mutación podría ser puntual alterando los sitios consenso para 

p53. Se ha propuesto que esta situación es relevante ya que posiblemente la 

estimuJación de la actividad del promotor de FANCC depende del efecto sinérgico 

de ambos sitios de unión (Uebetrau, 1997), entonces si uno de estos sitios es 

eliminado la expresión de este gen se ve disminuida. Por otro lado si pensamos en la 

localización celular de FANCC podríamos proponer un papel dual, al encontrarse 

en el citoplasma, puede interaccionar con proteínas detoxificadoras disminuyendo la 

interacción de los agentes dañinos, como el arsenito de sodio, con el DNA pero al 

estar también en núcleo, podría estar mediando de alguna manera el arresto celular 

y la reparación, ya que se cree está involucrado en el punto de monitoreo de G2. De 

cualquier forma la ausencia o alteración de este gen hace a las células más sensibles, 

primero por las vías involucradas y segundo, tal vez debido a la falta de una 

retroalimentación hacia p53, por lo que esta última se mantiene en estado activo y al 

no haber reparación recurre a la apoptosis, razón por la cual la viabilidad y la 

densidad celulares disminuyen tempranamente. 

4) FA-D: presenta un comportamiento muy peculiar tanto para la viabilidad (Figura 8) 

como para la expresión de p53 (Figura 14) con respecto a la respuesta ante el daño 

ocasionado por el arsenito de sodio, al parecer hay una concentración clave que es 10 

~, donde ambos parámetros cambian totalmente, es decir, la viabilidad decae 

drásticamente y p53 muestra una expresión elevada. Esto pude deberse tal vez a que 

FANCD no está directamente relacionada con la activación de los mecanismos de 

defensa ante el daño celular, de manera tal que las células carentes de esta proteína 

están pudiendo reparar el daño por lo que pueden seguir su cielo normal, pero llega 

un punto en donde el daño es demasiado y entran en juego mecanismos de alerta, 

uno de ellos podría ser p53, entonces este se activa y comienza a mandar a las células 

muy dañadas a la muerte celular programada. 
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5) FA-E: en nuestro estudio se presenta como una de las líneas más sensibles (Figura 8) 

y con una inducción clara de p53 (Figura 15), comportándose de manera similar al 

grupo de complementación C y /0 a la proteína FANCC. Debido a esto parece 

plausible proponer que esta proteína también tiene una relación directa con p53 y 

como F ANCC es posible que este ayudando a la estabilización del complejo o tal vez 

a su función, ya sea a través del reconocimiento del daño o a. través de la -reparación, 

lo que se ve reflejado en que las células están muriendo debido a p53, entre una de 

las posibles vías. 

Podemos concluir diciendo que un número creciente de evidencias indican que 

la respuesta de las células de mamíferos ante el daño al DNA es bastante compleja, 

ínvolucrando varias redes o cascadas de transducción de señales que detectan el daño al 

DNA, activan los mecanismos de reparación y alteran el ciclo celular. Entonces genes 

como los de AF y la susceptibilidad ante diversos xenobióticos resultan de suma 

importancia cuando pensamos en el rol que estos genes y/o proteínas desempeñan en 

cuanto a la predisposición al cáncer, ya que como se ha mencionado, la frecuencia de 

personas homocigotas para estos genes es muy baja, 1 en 350 000, pero que pasa con las 

personas que son posibles portadoras (1 en 200), eS decir heterocigotas y que por algún 

agente pudieran adquirir segundas mutaciones en unO de estos genes, existiendo la 

posibilidad de que algunos de estos estén funcionando como tumOres supresores o estén 

tan relacionados con la estabilidad genómica que su ausencia provoque las alteraciones 

celulares que conllevan a un proceso neoplásico. Es por ello que resultan de suma 

importancia los estudios sobre contaminantes potencialmente dañinos ante los cuales W1 

gran número de personas se encuentran expuestas. 
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CO~ICWSIQ~¡¡¡S 

• El arsenito de sodio tiene un efecto citotóxico sobre las líneas linfoblastoides 

utilizadas, de manera tal que la viabilidad decrece conforme aumenta la 

concentración de este metaloide. Cabe señalar que el comportamiento observado a 

este respecto dependerá de la linea celular, existiendo una susceptibilidad diferencial 

entre las seis lineas utilizadas, estas diferencias pueden describirse según el siguiente 

gradiente de sensibilidad: 

FA-D ,;; normal < FA-B < FA-A';; FA-E < FA-C 

• Esta toxicidad puede deberse a los efectos ocasionados por el As sobre la respiración 

mitocondrial, los cuales dan como resultado una disminución en el ATP y NADH 

intramitocondrial, un incremento en las especies de oxígeno reactivas y la inducción 

de la apoptosis a través de la activación de diversos genes. Cabe mencionar que las 

células de AF son hipersensibles ante estas especies de oxígeno reactivas, lo que 

puede hacerlas mas susceptibles al daño causado a través de ellas. 

• Otra de las formas en las que el As puede estar generando daño a la célula, es a 
través de la interacción con diversas proteínas como la tubulina y la formación de 

entrecruzamientos DNA-proteína lo que puede afectar tanto su expresión como su 

funcionalidad. 

• El tratamiento con diferentes concentraciones de arsenito de sodio es capaz de 

modificar la expresión de la proteína p53 en las líneas celulares utilizadas, los 

cambios en esta expresión dependerán tanto de la dosis como de la línea utilizada, 

observándose que algunos de los grupos de complementación presentan niveles 

elevados de esta proteína :mientras que otros se comportan de manera similar al 

grupo control, es decir, los cambios son menoS notorios y graduales, lo que podría 

implicar diferentes vías de acción o una misma vía pero a distintos niveles. 

• Esta activación diferencial de p53, podría deberse a los efeclos del As sobre la 

metilación de algunas proteínas y a la existencia de un daño a nivel celular, así como 

a la posible interacción entre p53 y los genes de AF. 
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• Los resultados de este trabajo corroboran los hallazgos encontrados sobre el efecto 

del axsénico en cuanto a la toxicidad, el ciclo celular y la inducción de proteínaS 

comO p53, lo que nos permite proponer que esta sustancia está actuando sobre las 

células expuestas causando un daño, presumiblemente a diferentes niveles, que 

podría traducirse en la inestabilidad genónúca que daría como resultado la 

transformación celular, explicando así los diversos cánceres asociados a exposiciones 

ambientales crónicas. 

• Por otro lado en el presente trabajo se muestra una susceptibilidad diferencial entre 

las lúteas celulares utilizadas, lo que nos permite proponer que las variaciones que se 

han encontrado en otros estudios sobre los efectos del axsénico (Vega, 1995), pueden 

deberse al estado en que se encuentran ciertos genes en un individuo y remarcan la 

importancia de desarrollar marcadores de susceptibilidad. 
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• A pesar de que diversos estudios han demostrado la sensibilidad específica de las 

células de anemia de Fanconi hacia los agentes alquilantes bifuncionales, en el 

presente trabajo se observó que algunas de las líneas utilizadas se muestran como 

sensibles ante los efectos del arsenito de sodio en comparación con la línea normal, lo 

que abre la posibilidad de estudios futuros eruocados hacia la manera en la que el 

arsénico está actuando sobre las células, es decir, ¿está actuando directamente sobre 

el DNA?, ¿qué clase de daño está generando? ¿su efecto es parecido al de agentes 

como la MMC? I preguntas que pueden abordarse a través de estudios con 

aberraciones cromosómicas y análisis de ias fases del ciclo celular. 

• El haber encontrado una respuesta diferencial entre las líneas linfoblastoides 

utilizadas tanto en el análisis de la citotoxicidad como en la expresión de p53, 

permite proponer una relación entre al menos algunos de los genes de la anemia de 

Fanconi, p53 y la estabilidad genómica, lo que en experimentos posteriores podría 

traducirse en el estudio de las relaciones y/o asociaciones entre estos genes y las vías 

de señalización involucradas. 

• Debido a todo lo anterior resulta interesante la posibilidad de investigar el 

significado biológico de las relaciones entre estos genes y otros más, con respecto a 

procesos como la detoxifiación, la reparación, el ciclo celula:r y la apoptosis. 

Quedando abierto un nuevo camino hacia los estudios de susceptibilidad individual 

con respecto a la exposición hacia diferentes agentes ambientales. 
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Apendlce 1. Curvas de viabilidad de las lineas IInfoblastoldes FA-A, FA-C, FA-D 
y FA-E. las células fueron tratadas por 24 horas con las concentraciones 
Indicadas de arsenito de sodio y evaluadas por los ensayos de azul trlpano y 
dlacetato de fluorescelna-bromuro de etldo. 
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