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RESUMEN
El objetivo del presente estudio era determinar si habia aumento significativo de anomalias
cromosomicas, fragilidades, roturas e intercambio de cromatides hermanas en cultivos no irradiados
y cultivos irradiados con rayos X de 4MV de linfocitos de pacientes con Enfermedad de Alzheimer
(EA) familiar de inicio temprano con relacién a cultivos idénticos de linfocitos de individuos sanos,
para evaluar su capacidad de reparacién del ADN e identificar regiones cromosomicas afectadas
por fragilidades, roturas y anomalias estructurales asociadas significativamente a la EA. El nimero
de fragilidades y roturas se vio aumentado en pacientes vs. controles en los cultivos irradiados, lo
cual podria indicar que los mecanismos que actuan dando estabilidad a los sitios fragiles estan
alterados en EA. Se encontr6 un aumento en el total de fragilidades, roturas y anomalias en los
cultivos irradiados de pacientes con EA respecto a los no irradiados, y a los cultivos irradiados de
controles, con lo que se evidencia que procesos de vigilancia o reparaciéon del ADN se encuentran
perturbados en la EA y esta acorde a reportes previos de modificaciones en enzimas de reparacion
y aumento de anomalias en células de pacientes con EA tratadas con radiacion gamma.
Alteraciones como fragilidades, roturas y anomalias en las regiones 17q21, 4q22, 6p21.3 y 12q13
presentaron asociacion significativa al grupo de pacientes. En estas regiones se localizan no
solamente genes de reparacion, lo que apoya la hipétesis de alteracion en los mecanismos de
reparacion de ADN como causa de la enfermedad, sino que también se encuentran asignados
genes relacionados directamente a la EA. Dado que la muestra examinada es pequefa seria
recomendable implementar otros estudios, con mayor nimero de pacientes, que permitan confirmar

la hipétesis planteada.

PALABRAS CLAVE: Enfermedad de Alzheimer, reparacién de ADN, citogenética,

fragilidad, radiacion ionizante.



ABSTRACT
The objective of this study was to assess if there were increased chromosomal
abnormalities, fragilities, breaks, and sister chromatid exchanges in non-irradiated and
4MV X-ray irradiated lymphocyte cultures from early onset Alzheimer's disease (AD)
patients in comparison with identical cultures of lymphocytes from control individuals, in
order to survey the cellular DNA repair ability and to identify chromosomal regions affected
by fragility, breaks and structural abnormalities significantly associated to AD. The mean of
fragilities and breaks was augmented in patients vs. controls in irradiated cultures, this
may indicate that the fragile sites stability mechanisms could be altered in AD. The mean
of the sum of fragilities, breaks and abnormalities was augmented in irradiated cultures of
AD patients with respect to non-irradiated, and with respect to irradiated cultures of control
individuals, which is evidence of disturbed DNA surveillance and repair processes and is in
agreement to previews reports of modifications in DNA repair enzymes and increased
abnormalities in gamma irradiated AD cells with respect to controls. Alterations like
fragilities, breaks and abnormalities in regions 17921, 4922, 6p21.3 and 12913 showed
significant association to the AD group. In those regions there are not only DNA repair
genes, which support the DNA repair deficiency hypothesis, but there are also AD closely
related genes. Because of the little surveyed sample it would be recommended to develop

subsequent studies, with more patients, to confirm the stated hypothesis.

KEY WORDS: Alzheimer’s Disease, DNA repair, cytogenetics, fragile sites, ionizing

radiation.



INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA) se ha llamado la epidemia silenciosa por ser la enfermedad
discapacitante crénica mas frecuente y la principal causa de demencia senil, por esto constituye un
grave problema epidemiolégico y se presume que en los proximos afios la prevalencia y la
incidencia tendrén un aumento significativo (Hansen, 1996).

El diagnostico de EA se basa en los criterios del Manual de Diagnostico y Estadistica de
Enfermedades Mentales (DSM-IV), de la American Psychiatric Association (1994) y la severidad de
la demencia se mide con la escala de deterioro de Reisberg (GDS) (Reisberg et al., 1982). La EA es
de tipo neurodegenerativo, con pérdida progresiva de la memoria, deficiencias en areas cognitivas
y demencia, se presenta principalmente en dos formas, el Alzheimer Esporadico, generalmente de
inicio tardio después de los 65 afios, sin patrdn de herencia o patréon familiar definidos,
constituyendo del 75 al 90% de los casos de EA, asociado a varios factores de riesgo, tales como
genes de susceptibilidad (ApoE, HLA), edad, sexo, inteligencia, nivel educativo y trauma cefalico
(Forsyth y Ritzline, 1998); y el Alzheimer Familiar en el que se presentan mas de dos personas
afectadas, emparentadas en primer grado de consanguinidad (Haupt et al., 1992) que puede ser de
inicio temprano o tardio.

La enfermedad de Alzheimer familiar de inicio temprano (EAITE), antes de los 65 afios, comprende
menos del 2% de todos los casos de Alzheimer, mientras que la EA familiar de inicio tardio,
comprende el 25%. Aproximadamente 10 a 15% de los individuos con EAITE tienen mutaciones en
el gen APP, localizado en 21g21, que codifica para la proteina precursora de amiloide, estas
mutaciones cerca del comienzo o el final del péptido Amiloidef (AB) incrementan su sintesis; el 30 —
70% de las familias presentan mutaciones en el gen PSEN1 (14g23-q24), que codifica la proteina
presenilina 1y el 5% de los casos de EAITE corresponde a mutaciones en el gen PSEN2 (1931-
g42), que codifica para la proteina presenilina 2. En familias con mutaciones en estos genes la

EAITE se hereda con un patrén autosémico dominante, la EAITE también se puede desarrollar en



individuos con sindrome de Down, debido a que tienen tres copias del gen APP (21g21), por la
trisomia del cromosoma 21. En la EAF de inicio tardio el deterioro progresivo ocurre generalmente
después de los 65 afos y se ha asociado a un factor de riesgo, el alelo epsilon 4 del gen APOE
(19913.2-913.3), aunque no todos los individuos que lo portan desarrollan la enfermedad. (Genetics
Home Reference, 2005).

Histoldgicamente la EA se caracteriza por la presencia de placas neuriticas (seniles), ovillos
neurofibrilares, pérdida de sinapsis y neuronas, degeneracién granulovacuolar, y angiopatia
amiloide (Cummings et al., 1998). Los ovillos neurofibrilares representan la acumulaciéon de
componentes anormales del citoesqueleto neuronal que se agregan en filamentos helicoides
pareados que ocupan el cuerpo celular, se pueden extender a las dendritas, pero no estan
presentes en el axon. Los filamentos helicoides pareados consisten de protofilamentos arreglados
para formar un tubulo y contienen proteina tau anormalmente fosforilada. Esta proteina de unién a
los microtubulos, que participa en su ensamblaje y estabilidad, esta alterada de forma sistémica en
la EA, lo que se refleja en los estudios de células de pacientes con EA, que al ser tratadas con
inhibidores de microtibulos como colcemid y griseofulvina, presentan respuestas anormales de
repolimerizacién y aneuploidia (Krawczun et al., 1990; Trippi et al., 2001 y Migliore et al., 1997); en
estudios de segregacion cromosdmica se ha encontrado alta frecuencia de trisomia y segregacion
alterada del cromosoma 21 respecto a controles en fibroblastos y linfocitos (Geller y Potter, 1999;
Migliore et al., 1999) .

Otros estudios han reportado anomalias cromosdmicas espontaneas en EA tales como
translocaciones y diversos rearreglos, involucrando diferentes cromosomas (Bergener y Jungklaas,
1970; Nordenson et al., 1980; Moorhead y Heyman, 1983); Percy y col. (1991) reportaron en una
familia con EA, la presencia de un cromosoma derivado de un 22 con el brazo corto muy alargado,
que aumentaba 4 veces el riesgo de desarrollar la demencia respecto a los que no tenian el

marcador. Se penso que era posible que el incremento de anomalias cromosdmicas espontaneas e



inducidas en células de pacientes de EA pudiera resultar de un defecto en uno 0 mas mecanismos
de reparacion (Boerrigter et al., 1992). En el Xeroderma pigmentosum, desorden hereditario en el
que se presenta reparacion defectuosa del ADN después de radiacion Ultravioleta (UV) y varios
quimicos (Cleaver, 1969), algunos pacientes desarrollan progresivamente degeneraciéon neuronal
(Andrews et al., 1978; Robbins et al., 1983), lo cual estimul6 la busqueda de desoérdenes asociados
con anomalias neuropatologicas e hipersensibilidad a agentes de dafio al ADN, en los que se
encontr6 que habia una susceptibilidad incrementada a efectos letales de rayos X y drogas
radiomiméticas o agentes alquilantes como N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG) en células
de pacientes con enfermedades asociadas a patologias neurodegenerativas.

Desde entonces se comenzaron a emplear varios enfoques para evaluar la reparacion del ADN en
células de pacientes con EA. Se evalud la respuesta a agentes alquilantes como Mitomicina C
(MMC), metil metano sulfonato (MMS), N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG), metil
nitrosourea (MNU), N-etil-N-nitrosourea (ENU), mediante analisis de Intercambio de cromatides
hermanas (ICH) (Sulkava et al., 1979; Fischman et al., 1984; Morimoto et al., 1984; Das, 1986;
Matsuyama y Fu, 1988; Melaragno, et al. 1991; Tobi et al., 1993), elusién alcalina (Li y Kaminskas,
1985; Robison et al., 1987; Jones et al., 1989; Boerrigter y Vijg, 1991; Boerrigter et al., 1991a;
Boerrigter et al., 1991b), roturas (Cherry et al., 1992), viabilidad (Tobi et al., 1993; Scudiero et al.,
1986) y reparacion de aductos (Tobi et al., 1993), no hubo consenso con respecto a la respuesta en
casos de EA en ICH y evaluacion de roturas, siendo dependientes del agente usado y del tipo de
célula implicada.

Otros estudios analizaron la respuesta de linfocitos y fibroblastos, a radiaciones ultravioleta o
fluorescentes. En estos se encontraron indicios de deficiencia en la reparaciéon por escision de
nucledtidos (REN) de lesiones de tipo abultado producidas por radicales libres generados por luz
fluorescente (Parshad et al., 1996).

Otras investigaciones se han centrado en la actividad y presencia de enzimas relacionadas con la



reparacién de dafio en EA como la oxidacién de bases, hallandose alteraciones en algunas enzimas
provenientes de tejido de pacientes con EA, por ejemplo en la expresién de la proteina MTH1
(Furuta et al., 2001), disminucion de la expresién y actividad de la enzima 8-oxoguanina glicosilasa
(Lovell et al., 2000; lida et al., 2002), aumento en la expresion de las proteinas ERCC2 y ERCC3
(Hermon et al., 1998), incremento en la expresion de la proteina APEX1(Tan et al., 1998; Davydov
et al., 2003), aumento en la actividad de PARP (Love et al., 1999) y reduccion en la expresion de
proteinas del complejo MRN (Jacobsen et al., 2004).

Ademas de los enfoques enzimaticos, recientemente se ha analizado la presencia de bases
oxidadas en linfocitos y neuronas mediante el ensayo del cometa, cromatografia de gas y
espectrometria de masas, sustentando la existencia de estrés oxidativo en la EA, debido a que en
la mayoria de estudios se encuentra aumento de bases alteradas (Migliore et al., 2005; Kadioglu et
al., 2004; Morocz et al., 2002; Mecocci et al., 2002; Lovell et al., 1999; Gabbita et al., 1998; Lyras et
al., 1997; Te Koppele et al., 1996; Mecocci et al., 1994).

Otros estudios han analizado si en cerebros de EA hay mayor cantidad de fragmentacion de ADN,
que en controles, sin embargo, aunque se ha hallado aumento significativo en pacientes con EA
(Lucassen et al. 1997; Mullaart et al. 1990), no se ha podido relacionar la presencia de
fragmentacion con deficiencia de reparacién; Stadelmann y col. (1998) afirman que las técnicas
morfoldgicas para la evaluacién de fragmentaciéon no son muy sensibles, y solo marcan células con
dafio masivo e irreversible y no se puede esperar identificar células con déficit en reparacién de
ADN. La fragmentacion de ADN no solo podria estar relacionada con deficiencia de reparacién de
ADN sino también con el estrés oxidativo en poblaciones neuronales vulnerables en EA. (Nunomura
y Chiba , 2000).

Otra forma de evaluar el rol de la reparacion en la EA es mediante la irradiacién de células con
radiaciones ionizantes (RI), que por medio de radicales libres producen modificacién de bases y

azucares del ADN que son reparados por reparacion por escision de bases o recombinacion



homologa y union de terminaciones no homaélogas. Varios estudios han evaluado la respuesta a la
RI cuantificando incorporacion de timidina, roturas, aberraciones cromosoémicas y viabilidad, pero
solo en algunos se observd aumento de anomalias cromosdmicas y disminucién de viabilidad
respecto a controles, debido a que las condiciones de cultivo y radiacion fueron diferentes en cada
uno (Robbins et al., 1985; Smith et al.,1987; Smith e Itzhaki, 1989; Tobi et al. 1990; Chen et al.,
1991; Bryant et al, 1993; Sanford et al., 1993; Tobi e Itzhaki, 1993).

Como no todos los resultados de estos estudios son concordantes entre si y no se conocen reportes
donde se hayan analizado en cultivos celulares la frecuencia de Intercambio de cromatides
hermanas, fragilidades y roturas en células de EA irradiadas con rayos X duros, en el presente
estudio se busca determinar si hay un aumento significativo de anomalias cromosomicas,
fragilidades, roturas, intercambio de cromatides hermanas en cultivos de linfocitos de pacientes con
EA familiar de inicio temprano con relacion a células de individuos sanos, lo que permitira evaluar su
capacidad de reparacion. Ademas, identificar regiones especificas afectadas por fragilidades,

roturas o anomalias estructurales asociadas a EA.

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron 4 pacientes de sexo femenino entre 47 y 67 afios con Enfermedad de Alzheimer
familiar. Simultaneamente con cada paciente se analiz6 un individuo sano del mismo sexo, edad, y
escolaridad que el paciente, no fumadora, ni alcohdlica. Los pacientes del presente estudio fueron
valorados en la Clinica de Memoria del Hospital San Ignacio, utilizando protocolos estandarizados
para determinar si presentaban la enfermedad.

Se analizaron en total 2627 metafases para Intercambio de Cromatides hermanas, anomalias
cromosomicas, fragilidades y roturas.

Tanto del paciente como del control se tomaron al mismo tiempo 10ml de sangre en tubos

heparinizados, se cubrieron con papel de aluminio y se almacenaron en nevera de icopor (EPS) a



temperatura ambiente. De cada muestra se agregd 1ml a cajas de Petri de vidrio de 6cm de
diametro, a las que se le habia adicionado previamente 6,5ml de RPMI1640, que fueron
posteriormente irradiadas en acelerador lineal Elekta SLI-MCC-1818 con 150 rad (150cGy) de rayos
X duros de 4MV durante 40 segundos, a una distancia de un metro. La muestra irradiada se dividié
en alicuotas de 3,5ml, en botellas de cultivo completando un volumen final de 5ml de RPMI, 50ul de
PHA M Gibco; para el cultivo de Intercambio de crométides hermanas (ICH) se adicion6 10% de
suero fetal bovino (SFB) y 5ul de BrdU y para el de fragilidad 3% de SFB. Cultivos paralelos con las
mismas condiciones de medio y suero se sembraron para las muestras no irradiadas. Todos los
cultivos se incubaron durante 72 horas, después de lo cual se hicieron preparados cromosémicos
para los cultivos de ICH, a los cultivos de fragilidad se les agregéd 50ul de Metotrexate, que se
removid con un cambio de medio con timidina a las 17 horas para reanudar la fase S por 5 horas,
obteniendo preparados cromosdmicos a las 96 horas de cultivo.

Una vez obtenidos los preparados cromosomicos se realizd la coloracion para ICH analizando al
microscopio de 63 a 100 células por tratamiento para cada individuo contando el nimero de ICH en
cada célula teniendo en cuenta ICH terminales e intercalares para el analisis estadistico. Las
laminas para el analisis de anomalias cromosémicas y fragilidad se colorearon con Giemsa, se
observaron fragilidades y roturas en 100 células por tratamiento para cada individuo. Posteriormente
se realizd bandeo G para identificar en qué cromosoma se encontraban las fragilidades y las
roturas. Una vez terminado el analisis al microscopio se hizo una comparacion de las medias de
ICH, fragilidades y roturas entre tratamientos, mediante la prueba t de student, se hicieron pruebas
de proporciones para comparar los niveles de anomalias, se aplicé el test exacto de Fisher como

prueba de asociacion de las bandas afectadas.

RESULTADOS

ANALISIS DESCRIPTIVO



Tanto en pacientes como en controles, en el 100% de los cultivos no irradiados se presentaron
anomalias numéricas y estructurales en mosaico con baja frecuencia y en el 100% de los cultivos
irradiados se presentaron anomalias estructurales y numéricas en mosaico en frecuencias mas altas
(tablas 14 a 17, Anexo 1).

En cultivos irradiados de pacientes el 0,77% de las metafases presentaron trisomias de los
cromosomas 21 y 13, mientras que en cultivos irradiados de los controles, el 3,44% de las
metafases estudiadas presentaron anomalias numéricas como cromosomas marcadores vy
trisomias (tabla 3 y 4, Anexo 1).

En linfocitos no irradiados se presentaron frecuencias similares de anomalias estructurales en
pacientes (3,24%) y controles (4,29%), cada anomalia estructural se presenté como evento Unico en
todos los casos, observandose principalmente deleciones, traslocaciones y en menor frecuencia
anillos, dicéntricos e inversiones, siendo los cromosomas 1 y 17 los mas afectados en pacientes,
mientras que en controles fue el cromosoma 18 (tablas 5, 6, 7, 8, 9, Anexo 1).

En cultivos irradiados se presentaron frecuencias similares de anomalias estructurales en pacientes
(19,9%) y controles (18,2%) y cada una se presenté como evento Unico en todos los casos, excepto
la inversion de 9 que se presentd dos veces en controles; se observaron principalmente deleciones,
traslocaciones y en menor frecuencia anillos, dicéntricos, inversiones y fragmentos siendo el 1,5y 8
los cromosomas mas afectado en pacientes y en controles el 2, 1 y 3 (tablas 9, 10, 11, 12, 13,
Anexo 1).

En el andlisis de fragilidad cromosomica se observaron en cultivos no irradiados 411 fragilidades en
pacientes y 374 en controles y en cultivos irradiados 393 en pacientes y 256 en controles. En todos
los tratamientos se observo con alta frecuencia la expresion de sitios fragiles comunes como 9912 y
3p14 (figura 3, Anexo 2). En cultivos no irradiados, se presentaron ademas en alta frecuencia
fragilidades en 6925, 9911 y 17921 en pacientes (figura 2, Anexo 2) y en controles en 1p10 y 2q11.

En cultivos irradiados las fragilidades mas frecuentes se observaron en 9911 y 1p10 en pacientes y

10



en 16923 y 2932 en controles, para todos los tratamientos el cromosoma mas afectado fue el 9
(tablas 18, 19, 20, 21 Anexo 1).

Es interesante anotar que para todos los tratamientos aproximadamente la mitad de las roturas
corresponden al centrémero o a regiones adyacentes como se observa en las tablas 22, 23, 24, 25
en el Anexo 1, en las cuales se ve afectada la regién p10 que corresponde al centrémero y la region
p11 (figuras 2, 3, 4, Anexo 2). Sin embargo, los cromosomas mas afectados en el centromero varian
entre pacientes y controles, siendo en los cultivos irradiados los mas afectados el 5 y el 2
respectivamente, y en irradiados el 1 en pacientes y el cromosoma 2 en controles. En las tablas 23 y
25 (Anexo 1) se presentas todas las roturas encontradas por cromosoma.

En el analisis de intercambio de cromatides hermanas (ICH) se encontrd un ligero aumento en
cultivos irradiados con respecto a los no irradiados en los dos grupos (tablas 26 y 27, anexo 1).
Algunas laminas presentaron una coloracion deficiente y por esto en pacientes podria haber un

sesgo en los conteos.
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Figura 1. Intercambios de cromatides hermanas en cultivo irradiado de control (a) y paciente (b).
a. intercambio terminal sefialado por flecha; b. Intercambio intersticial sefialado por flecha.
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ANALISIS ESTADISTICO

Aplicando la prueba de proporciones entre pacientes y controles, no se encontraron diferencias en
cuanto a anomalias numéricas en cultivos no irradiados (p=0,1146), mientras que en cultivos
irradiados se encontré un aumento de anomalias numéricas en controles (p=0,0256) (tabla 1a). No
se encontraron diferencias entre cultivos no irradiados e irradiados de pacientes y controles
(p=0,6062; p=0,7472) (tabla 1b).

Tabla 1a. Comparacion entre niveles de Aneuploidias entre células de pacientes y controles.
No Irradiado Irradiado

Total Pacientes | Controles Pacientes | Controles
NUmero de Metafases
con anomalias 4 9 2 10
numeéricas
Total de metafases 340 303 261 291
Proporcién de
metafases con 0,0118 0,0297 0,0077 0,0344
anomalias numéricas
p (Comparacion de
proporciones)

0,1146 0,0256

Tabla 1b. Comparacién entre niveles de Aneuploidias entre células irradiadas y no irradiadas en pacientes y
controles.

PACIENTES CONTROLES

Total No Irradiado | Irradiado No Irradiado | Irradiado
NUmero de Metafases
con anomalias 4 2 9 10
numeéricas
Total de metafases 340 261 303 291
Proporcién de
metafases con 0,0118 0,0077 0,0297 0,0344
anomalias numéricas
p (Comparacion de
proporciones)

0,6062 0,7472

Aplicando la prueba de proporciones entre pacientes y controles para comparar anomalias
estructurales, no se encontraron diferencias en cultivos no irradiados (p=0.4843), ni en irradiados
(p=0.6098), pero en ambos grupos se encontraron diferencias entre cultivos no irradiados e

irradiados (p=3,1374*10"%:p=4,4652*10) (tabla 2).
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Tabla 2a. Comparacion entre niveles de anomalias estructurales entre células de pacientes y controles.

No Irradiado

Irradiado

Total

Pacientes | Controles

Pacientes | Controles

Numero de Metafases
con anomalias
estructurales

Total de metafases
Proporcién de
metafases con
anomalias estructurales
p (Comparacion de
proporciones)

11 13
340 303

0,0324 0,0429

0,4843

52 53
261 291

0,1992 0,1821

0,6098

Tabla 2b. Comparacion entre niveles de anomalias estructurales entre células irradiadas y no irradiadas en pacientes y

controles.

PACIENTES

CONTROLES

Total

No Irradiado | Irradiado

No Irradiado | Irradiado

NUmero de Metafases
con anomalias
estructurales

Total de metafases
Proporcién de
metafases con
anomalias estructurales
p (Comparacion de
proporciones)

11 52
340 261

0,0324 0,1992

3,1374*107°

13 53
303 291

0,0429 0,1821

4,4652*10°®

Mediante la prueba t se midieron las diferencias en el nimero de fragilidades y roturas en cultivos
irradiados y no irradiados entre pacientes y controles, no se encontraron diferencias significativas
entre cultivos no irradiados (p=0,5628). En cultivos irradiados se encontrdé un aumento significativo
en pacientes con respecto a controles (p=3,0181*10®). Al comparar los cultivos en cada grupo, se
encontré en pacientes aumento en los cultivos irradiados con respecto a los no irradiados
(p=0,0018) y en controles aumento en los no irradiados con respecto a los irradiados (p=0,0006)

(tabla 3).
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Tabla 3. Comparacion entre niveles de fragilidades y roturas entre células irradiadas y no irradiadas en pacientes y
controles.

NO IRRADIADO IRRADIADO
Resumen Pacientes | Controles Pacientes | Controles

Cantidad de fragilidades y

629 582 597 438
roturas
Cantidad de metafases 340 303 261 291
Media
(frag. y rots. /metafases) 1,850 1,921 2,287 1,505
Desv. estandar 1,467 1,634 1,850 1,309
p (t student) 0,5628 3,0181x10°

En la expresion de fragilidades, roturas y anomalias entre las células de pacientes y de controles no
se encontraron diferencias en cultivos no irradiados, mientras que en cultivos irradiados la media fue

evidentemente mayor en casos de EA (p=2,01x10®).

Tabla 4. Comparacion del nivel de fragilidades, roturas y anomalias entre pacientes y controles en cultivos no
irradiados e irradiados

No irradiado Irradiado
Total PACIENTES | CONTROLES PACIENTES CONTROLES

Numero de fragilidades,
roturas y anomalias 645 609 673 536
Numero de metafases 340 303 261 201
Media

, 1,897 2,010 2,579 1,842
(alteraciones/metafases)
Desv. Estandar 1,497 1,683 1,969 1,543
p (t student) 0,3716 2,01x10°®

Al comparar cultivos irradiados con los no irradiados no se observé induccién de alteraciones por
radiacion en el grupo de controles (p=0,2058), mientras que en el grupo con EA hubo un aumento
significativo (p=3,92x10°) (tabla 4).

En Intercambio de cromatides hermanas (ICH) se encontrdé un aumento significativo en los cultivos
irradiados respecto a no irradiados en ambos grupos (tabla 4). No se hallaron diferencias

significativas entre cultivos no irradiados entre pacientes y controles (p=0,5489), pero si en
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irradiados (p=0,01886) en los que fue mayor en controles (tabla 5).

Tabla 5. Comparacion entre niveles de intercambio de crométides hermanas entre células irradiadas y no
irradiadas en pacientes y controles.

PACIENTES CONTROLES
No Irradiado No .
Irradiado Irradiado | Irradiado
Numero de Intercambio de cromatides
hermanas 1841 2185 2001 2281
Numero de metafases 346 357 385 344
Media 5,32 6,12 5,197 6,63
Desv. estandar 2,91 2,82 2,65 2,92
p (t student) (irradiado vs. no irradiado) 2,3x10™ 3,7x10”

Mediante el odd’s ratio (medida de riesgo de un evento) y el valor p del test exacto de Fisher se
analizé la asociacion de regiones cromosoémicas afectadas por fragilidades, roturas y anomalias
estructurales en el grupo de pacientes y controles respecto a la frecuencia de alteraciones en cada
banda, el nimero de metafases con la banda afectada y el nimero de individuos afectados de cada
grupo.

En los cultivos no irradiados la region 4q22 presentd asociacion significativa al grupo de pacientes
(vs. controles) con relacién al numero de individuos y a los cultivos no irradiados (vs. irradiados). La
region 17921 presentd asociacion significativa al grupo de pacientes (vs. controles) en cultivos no
irradiados respecto a frecuencia de alteraciones y respecto al nimero de metafases y en cultivos
irradiados respecto al niumero de metafases. La region 12q13 presentd asociacién a EA (vs.
controles) en cultivos irradiados respecto a nimero de alteraciones, nimero de metafases y numero
de individuos. La region 9q34 presentd asociacién a EA (vs. controles) en cultivos irradiados
respecto a nimero de metafases, y en cultivos de pacientes presentd asociacion al cultivo irradiado
(vs. noirradiado) (tablas 28, 29 anexo1; Figuras 1 a 6, anexo 2).

La region 3p14 presentd en pacientes asociacion a los cultivos irradiados (vs. no irradiados)
respecto al numero de alteraciones y al nimero de metafases. La regién 5q14 presentd en

pacientes asociacion a los cultivos irradiados (vs. no irradiados) respecto al nimero de metafases
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(tabla 30 anexof1; figuras 3 y 6, Anexo 2).

DISCUSION
Comparando la presencia de anomalias estructurales en los diferentes grupos estudiados no se
encontraron diferencias entre pacientes y controles, pero si se encontré un incremento en los
cultivos irradiados, lo que permitié evidenciar que la radiacion aplicada tenia un efecto en la
generacion de anomalias estructurales.
El numero de fragilidades y roturas se vio aumentado en pacientes vs. controles en los cultivos
irradiados, lo cual podria indicar que los mecanismos que actuan dando estabilidad a los sitios
fragiles, previniendo las roturas en las horquillas de replicacién, estancadas por la presencia de
estos, tales como las proteinas ATR y BRCA1 (Casper et al., 2002; Arlt et al., 2003; Arlt et al.,
2004), genes de reparacion mismatch (PMS2, MSH2, MLH1) (Turner et al., 2002) y el mecanismo
de reparacién por escision de nucledtidos (Parniewski et al., 1999) podrian estar alterados en EA
(tabla 1, Anexo 3).
El aumento de fragilidades y roturas encontrado en los cultivos no irradiados respecto a los
irradiados en controles, se podria explicar por la detencién del ciclo celular en las células con
anomalias, que se realiza como mecanismo de defensa para reparar dafos mediado por las
proteinas ATR y BRCA1, y por esto solo las células sin ningln dafio continuarian el ciclo celular.
Este aumento de fragilidades y roturas en cultivos no irradiados de controles no se observé en los
cultivos no irradiados de pacientes con EA, esto se podria deber a dafios en estos mecanismos de
reparacién que impedirian que las células de pacientes realizaran dicho arresto, por lo tanto
continuarian el ciclo celular y por esto se observarian estas células en las que los dafios no habrian
sido reparados.
El aumento en el total de fragilidades, roturas y anomalias observado en los cultivos irradiados de

pacientes con EA respecto a los no irradiados, y a los cultivos irradiados de controles se podria
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explicar debido a que la radiacién ionizante induce altos niveles de lesiones en el ADN mediante los
radicales libres, tales como roturas de cadena sencilla, de doble cadena, dafios en bases
nitrogenadas, sitios sin base nitrogenada y purinas o pirimidinas oxidadas (Sutherland et al., 2000),
que normalmente son reparados por la célula mediante la maquinaria de reparacion del ADN pero
no ocurriria asi en EA, ya que se han reportado numerosas alteraciones en las enzimas de
reparacion, como las del complejo de reparacién MRN (Rad50, Mre11 y Nbs1), APEX1 y proteinas
de reparacion de bases oxidadas (Jacobsen et al., 2004; Davydov et al., 2003; lida et al., 2002;
Furuta et al., 2001; Lovell et al., 2000; Tan et al., 1998; Hermon et al.,1998) que no permitirian que
las células hicieran frente a agentes externos como la radiacion ionizante, como ha sido confirmado
previamente en estudios en que se ha encontrado mayor induccion con radiacion gamma de
anomalias estructurales y roturas cromatidicas en células de pacientes con Alzheimer respecto a
controles (Chen et al., 1991; Tobi et al., 1990) (tabla 1 Anexo 3).

El ligero aumento encontrado en intercambio de cromatides hermanas (ICH) en los cultivos
irradiados de controles respecto a los de pacientes se pudo deber a deficiencias en la coloracién en
los casos de pacientes lo que no permitié observar pequefios intercambios intercalares, por lo que
se asume que los ICH de pacientes podrian estar subestimados.

En el presente estudio piloto el incremento del total de anomalias, fragilidades y roturas en EA es
evidencia preliminar que apoya la hipétesis de deficiencia de reparacion de ADN, y por lo tanto
podrian existir alteraciones en genes relacionados con la reparacion del ADN, lo cual es
sustentado por la asociacién significativa a EA de diferentes regiones del ADN como 4¢22,
17921, 12913, 6p21.3 (figuras 1,2,4 y 6 en Anexo 2), que presentan genes relacionados con
procesos de reparacion que al estar mutados vuelven las células incapaces de reparar
normalmente el ADN como la helicasa SMARCAD1 (4g22), proteinas relacionadas con reparacion
de roturas como BRCA1 (17g21), CSNK2B (6p21.3), FANCE (6p21.3), CDKN1A (6p21.3),

reparacion por escisién de bases como SMUG1 (12913), CSNK2B (6p21.3), HSPA1A (6p21.3),
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HSPA1B (6p21.3) reparacion por escision de nucledtidos GTF2H4 (6p21.3), CDKN1A (6p21.3);
ademas los genes de reparacion MSH3 (mismatch), XRCC4 (roturas), y CCNH (escision de
nucledtidos) estan presentes en la region 5q14 asociada significativamente a cultivos irradiados
vs. no irradiados en pacientes (figura 7 en anexo 2; tabla 2 en Anexo 3).

La inestabilidad de las regiones asociadas significativamente a EA podria afectar no solamente
genes de reparacion, sino la expresion de genes que estudios previos han asociado con la EA tales
como los genes NGFR (17g21), LRP1 (12g13), AGER (6p21.3) que interactian con el péptido
amiloide beta, causante de las placas seniles o los genes SNCA (4g22), GFAP (17g21), AGER
(6p21.3), TNF (6p21.3) y los genes MAPT (17921), NGFR (17921), AGER (6p21.3) cuyas proteinas
estan relacionadas con anomalias histopatologicas en EA como las placas seniles y, los ovillos
neurofibrilares respectivamente; los genes TFCP2 (12q13) y TNF (6p21.3) en los que polimorfismos
de estos se han asociado a EA; y el gen en UBE1C, localizado en 3p14 que se asocié a cultivos
irradiados vs. no irradiados y cuyo producto activa la proteina NEDD8, que esta involucrada en
progresion del ciclo celular y apoptosis y se cree que podria tener un rol en el desarrollo de la EA
(Bohnsack y Haas, 2003; Chen et al., 2000).

Otro hallazgo importante en nuestro estudio es la asociacién significativa con EA de las regiones
12913, 17921, 6p21.3 y 9q34 (figuras 2, 4, 5, 6, Anexo 2) donde se encuentran genes receptores de
retinoides que actian en el transporte de derivados de la vitamina A, que segun la hipétesis de
Goodman y Pardee (2003) estan alterados en EA y podrian estar relacionados con la patogénesis

de la EA (tabla 3, Anexo 3).

CONCLUSIONES
El numero de fragilidades y roturas se vio aumentado en pacientes vs. controles en los cultivos
irradiados, lo cual podria indicar que los mecanismos que actuan dando estabilidad a los sitios

fragiles estan alterados en EA
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El conjunto de alteraciones observadas, fragilidades, roturas y anomalias cromosémicas aumenta
por la irradiacion con rayos X duros de 4MV en linfocitos de pacientes con EA familiar de inicio
temprano, mientras que no ocurre asi en controles, siendo esto posible evidencia de que procesos
de vigilancia o reparacién del ADN se encuentran alterados en la EA, lo que permite recomendar la
continuacién de la busqueda de las implicaciones de los mecanismos de reparacion de ADN en la
patogénesis de la EA.

Las regiones 17921, 4922, 6p21.3 y 12q13 presentaron asociacion significativa al grupo de
pacientes, en ellas se localizan no solamente genes de reparacion, lo que confirma la hipétesis de
alteracion en los mecanismos de reparacion de ADN como causa de la enfermedad, sino que
también se encuentran en estas regiones genes relacionados directamente EA o que hace aun mas
importante ahondar en el estudio de estos.

Los resultados obtenidos, a pesar de ser preliminares, son importantes porque confirman los
hallazgos de estudios previos, en los que se ha encontrado aumento en anomalias y defectos en
genes de reparacion de ADN y genes asociados a la EA, lo que explicaria la neurodegeneracion
progresiva, por esto es importante ampliar el nimero de pacientes para determinar de forma mas

precisa alteraciones caracteristicas de la enfermedad.

PERSPECTIVAS
Los hallazgos encontrados sirven de base para a partir de ellos y en un nimero mayor de pacientes,
profundizar en los mismos, lo que permitira aumentar el conocimiento del desarrollo de la
Enfermedad de Alzheimer.
Ya que genes relacionados con las alteraciones histopatoldgicas tipicas de la EA y genes con
polimorfismos asociados a EA se presentan en las regiones de asociacion significativa del presente
estudio, es necesario estudiar ademas la relacion existente entre las alteraciones en estas regiones

y la presencia de defectos en la reparacion del ADN, lo que podria ayudar en el entendimiento de la
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patogénesis de la enfermedad.
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ANEXO 1. TABLAS DE RESULTADOS
1.1 ANOMALIAS NUMERICAS
1.1.1 CULTIVOS NO IRRADIADOS

Tabla 1.1. Frecuencia de Anomalias numéricas en Linfocitos no Irradiados de pacientes.

Metafases
Anomalias numéricas Frecuencia
n=340 %
47 XXX 3 0,88
47 XX, +mar 1 0,29
TOTAL 4 1,18
Tabla 1.2. Frecuencia de Anomalias numéricas en Linfocitos no Irradiados de controles.
Metafases
Anomalias numéricas Frecuencia
n=303 %
47 XX, +mar 2 0,66
45 XX,-10 1 0,33
45 XX,-14 1 0,33
47 XX, +?mar 1 0,33
47 XXX 1 0,33
48, XX,+7,+17 1 0,33
47 XX, +2der(21) 1 0,33
47 XX, +21 1 0,33
TOTAL 9 2,97

1.1.2 CULTIVOS IRRADIADOS

Tabla 1.3. Anomalias numéricas en Linfocitos Irradiados de pacientes

Metafases
Frecuencia
Anomalias numéricas n=261 %
48,XX,+13,+21 1 0,38
47 XX, +21 1 0,38
TOTAL 2 0,77
Tabla 1.4. Anomalias numéricas en Linfocitos Irradiados de controles
Metafases
Anomalias numéricas Frecuencia
n=291 %
48,XX,+2mar 3 1,03
46,XX,2dmin 1 0,34
46,XX,ace 1 0,34
46,XX,3ace 1 0,34
47 XX, +21 1 0,34
47 XX, +r(?) 1 0,34
47 XXX 1 0,34
49, XXX,+18+22 1 0,34
TOTAL 10 3,44
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1.2 ANOMALIAS ESTRUCTURALES
1.2.1 CULTIVOS NO IRRADIADOS

Tabla 1.5. Anomalias Estructurales en Linfocitos no Irradiados de pacientes.

Anomalias estructurales

Metafases afectadas

Frecuencia n=340 %
46,XX,del(1)(p21) 1 0,29
46,XX,der(2)del(1)(p21)t(2;1)(q33:p21) 1 0,29
46,XX,t(7:14)(q32:921) 1 0,29
45, XX,der(21)t(21;22)(q22;q11)-22 1 0,29
45,XX,dic(6;12)(q21;24) 1 0,29
46,XX,del(12)(p13) 1 0,29
46,XX,add(17)(q25) 1 0,29
46,XX,del(18)(q21) 1 0,29
46,XX,der(13)del(1)(q21)t(1;13)(q21:934) 1 0,29
46,XX,-17,+mar 1 0,29
46,XX,del(17)(q24) 1 0,29
TOTAL 11 3,24

Tabla 1.6. Anomalias Estructurales en Linfocitos no Irradiados de controles.

Anomalias estructurales

Metafases afectadas

Frecuencia n=303 %
45,XX,-7,add(15)(926) 1 0,33
46,X,-X+mar 1 0,33
46,XX,?add(18)(p11.3) 1 0,33
46,XX,?inv (5)(p15912) 1 0,33
46,XX,add(18)(p11), del(2)(p14) 1 0,33
46,XX,del(11)(q14923) 1 0,33
46,XX,del(18)(q11) 1 0,33
46,XX,del(2)(p14),del(4)(q11),+8,-20 1 0,33
46,XX,del(7)(p15) 1 0,33
46,XX,del(8)(p12) 1 0,33
46,XX,del(8)(g22) 1 0,33
46,XX,der(15)del(13)(q13)t(13;15)(913;926) 1 0,33
46,XX,tas(9;12)(p24;924) 1 0,33
TOTAL 13 4,29
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Tabla 1.7. Anomalias estructurales por cromosoma en muestras de sangre periférica no irradiada de pacientes.

Cromosoma Anomalia estructural Frecuencia Anomalias por
afectado n=340 cromosoma

del(1)(p21) 1

1 der(2)del(1)(p21)t(2;1)(q33;p21) 1 3
der(13)del(1)(g21)t(1;13)(q21;934) 1
add(17)(g25) 1

17 del(17)(q24) 1 3
-17+mar 1

12 dic(6;12)(921;924) 1 2
del(12)(p13) 1

2 der(2)del(1)(p21)t(2;1)(933;p21) 1 1

6 dic(6;12)(g21;924) 1 1

7 t(7;14)(932;921) 1 1

13 der(13)del(1)(g21)t(1;13)(q21;934) 1 1

14 (7;14)(q32;921) 1 1

18 del(18)(g21) 1 1

21 der(21)t(21;22)(g22;q11) -22 1 1

22 der(21)t(21;22)(q22;q11) -22 1 1

Tabla 1.8. Anomalias estructurales por cromosoma en muestras de sangre periférica no irradiada de controles.

Cromosoma Anomalia estructural Frecuencia Anomalias por
afectado n=303 cromosoma

del(18)(q11) 1

18 add(18)(p11) 1 3
?add(18)(p11.3) 1

2 del(2)(p14) 2
del(8)(p12) 1 2
del(8)(922) 1

15 add(15)(g26) 1 2
der(15)del(13)(q13)t(13;15)(q13;926) 1

4 del(4)(g11) 1 1

5 ?inv (5)(p15912) 1 1

9 tas(9;12)(p24;924) 1 1

11 del(11)(q14923) 1 1

12 tas(9;12)(p24;924) 1 1

13 der(15)del(13)(q13)t(13;15)(q13;926) 1 1

X -X,+mar 1 1

7 del(7)(p15) 1 1
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1.2.2 TIPOS DE ANOMALIAS ENCONTRADAS

Tabla 1.9. Tipos de anomalias estructurales en cultivos irradiados y no irradiados.

No Irradiado Irradiado

Pacientes Controles Pacientes Controles
Tipo de anomalia n=340 n=303 n=261 n=291
Deleciones 4 7 31 25
Traslocaciones 4 1 13 20
Marcador 1 1 6 12
Material adicional de origen desconocido(add) 1 3 7
dicéntricos 1 3
Inversiones 1 1
Asociacion telomérica (por rotura) 1
Derivados de origen desconocido 1
Anillos 3
Insercion 1
Trirradial 1
Fragmentos acéntricos 3
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1.2.3 CULTIVOS IRRADIADOS
Tabla 1.10. Anomalias estructurales en Linfocitos Irradiados de pacientes

Anomalias estructurales zﬂggzases afeCtado/fS
44 XX dic(2;5)(q32;p15),del(10)(q22),-15 1 0,38
45,X,-X,del(13)(q21),add(14)(g32), add(15)(q25) 1 0,38
45,X,-X,der(11)del(1)(q22)t(1;11)(q24;922) 1 0,38
45,XX,-8,der(18)del(10)(q24)t(10;18)(q24;922) 1 0,38
45,XX,del(1)(q42),-10,add(21)(q22) 1 0,38
45,XX,dic(3;9)(q25;934) 1 0,38
46,X,del(X)(g21) 1 0,38
46,X,del(X)(g23) 1 0,38
46,X,del(X)(q24),del(17)(q11) 1 0,38
46,X,-X,+mar 1 0,38
46,XX, der(2)del(2)(q22)t(2;6)(q22;924) 1 0,38
46,XX, der(22)del(5)(p12)t(5;22)(p12;p11) 1 0,38
46,XX,?der(8) 1 0,38
46,XX,+1,dic(1;5)(q12;p15), ?del(1)(qter—q12:) 1 0,38
46,XX,-11,+mar 1 0,38
46,XX,-20,+mar 1 0,38
46,XX,-22,+mar 1 0,38
46,XX,-5,+mar 1 0,38
46,XX,add(21)(pter) 1 0,38
46,XX,add(5)(p15) 1 0,38
46,XX,del(1)(q11) 1 0,38
46,XX,del(1)(q22) 1 0,38
46,XX,del(1)(q32q41) 1 0,38
46,XX,del(11)(q12) 1 0,38
46,XX,del(13)(q14932),r(8)(p23q24) 1 0,38
46,XX,del(13)(q21),del(13)(q21) 1 0,38
46,XX,del(14)(q24) 1 0,38
46,XX,del(15)(g21) 1 0,38
46,XX,del(17)(q12) 1 0,38
46,XX,del(18)(p11) 1 0,38
46,XX,del(18)(q12) 1 0,38
46,XX,del(2)(q32) 1 0,38
46,XX,del(5)(p11),inv(8)(p21.2921.2),del(12)(p11.2),add(17)(p13),del(18)(p11.3—q12) 1 0,38
46,XX,del(5)(q15) 1 0,38
46,XX,del(7)(q33) 1 0,38
46,XX,del(8)(p11) 1 0,38
46,XX,del(8)(p12) 1 0,38
46,XX,del(9)(q11) 1 0,38
46,XX,der(12)del(12)(q12)t(12;12)(q24;q12) 1 0,38
46,XX,der(15)del(14)(q21)t(14;15)(q21;926) 1 0,38
46,XX,der(15)del(17)(q11.2)t(15;17)(p11;q11.2) 1 0,38
46,XX,der(21)(q?) 1 0,38
46,XX,der(3)del(8)(q21)t(3;8)(p25;921) 1 0,38
46,XX,der(6)del(10)(q23)(6;10)(p25;923) 1 0,38
46,XX,1(7)(p22931) 1 0,38
46,XX,1(9)(p24934) 1 0,38
46,XX,4(3;7)(921;921) 1 0,38
46,XX,4(9;11)(q34;q914) 1 0,38
47,X,del(X)(g21),del(1)(p22),+mar 1 0,38
47 XX, +der(?)del(14)(q13)t(?;14)(?:913) 1 0,38
48,XX,+5+8,del(10)(q22) 1 0,38
48,XX,del(1)(p31),add(16)(p?),+17,+17 1 0,38
TOTAL 52 19,92
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Tabla 1.11. Anomalias estructurales en Linfocitos Irradiados de controles

Anomalias estructurales

Metafases afectadas

n=291 %
46,XX,inv(9)(p11912) 2 0,69
45,2-X,ins(X;?)(p11;?) 1 0,34
45,X,-X,ace 1 0,34
45,XX,2dic(1;3)(q44;p14) 1 0,34
45,XX,-1,ace 1 0,34
45,XX,-18, der(18)del(1)(p22)t(1;18)(p22;923) 1 0,34
45 XX,-2,+ace 1 0,34
45,XX,dic(11;12)(q22;q14) 1 0,34
45,XX,dic(13;20)(q34;p11),del(8)(q21) 1 0,34
46,X, der(22)del(X)(q22)t(X;22)(922;913) 1 0,34
46,X, r(X)(p22927), del(3)(p14) 1 0,34
46,X,del(X)(921) 1 0,34
46,X,der(X)del(12)(q11)t(X;12)(922;q11) 1 0,34
46,X,-X,-9,+2mar 1 0,34
46,XX, ?der(14)del(2)(p11)t(2;14)(14pter—14q32::2p25—2p11) 1 0,34
46,XX, del(9)(q11) 1 0,34
46,XX,+1,der(1;2)del(1)(q11)t(1;2)(p10;q10), der(7)t(2;7)(q24;7922) 1 0,34
46,XX,+1r(3;13;22)(q29;p11.1;q13) 1 0,34
46,XX,add(2)(p25),-74,+mar 1 0,34
46,XX,del(1)(p21) 1 0,34
46,XX,del(1)(p31) 1 0,34
46,XX,del(1)(q11) 1 0,34
46,XX,del(11)(p11) 1 0,34
46,XX,del(11)(q22) 1 0,34
46,XX,del(16)(p12) 1 0,34
46,XX,del(2)(q12),del(3)(q11),del(6)(q21924) 1 0,34
46,XX,del(2)(q23935) 1 0,34
46,XX,del(2)(g35),der(20)del(3)(p14)t(3;20)(p14;912) 1 0,34
46,XX,del(3)(q13) 1 0,34
46,XX,del(4)(q23),add(6)(p24) 1 0,34
46,XX,del(7)(q21),del(6)(p12) 1 0,34
46,XX,del(8)(p22) 1 0,34
46,XX,der(1)del(11)(q13)t(1;11)(p32;q13),del(2)(q33),der(16)t(16;?) 1 0,34
46,XX,der(10)del(15)(q23)t(10;15)(926;923) 1 0,34
46,XX,der(12)del(9)(q22)t(9;12)(q22;p12) 1 0,34
46,XX,der(16)del(1)(p32)t(1;16)(p32;p13) 1 0,34
46,XX,der(17)del(17)(923)t(17;17)(925;923) 1 0,34
46,XX,der(17)del(2)(p21)t(2;17)(p21;p13) 1 0,34
46,XX,der(20)del(4)(p15.1)t(4;20)(p15.1;913.2) 1 0,34
46,XX,der(4)del(2)(q13)t(2;4)(q13;p16) 1 0,34
46,XX,der(6)del(14)(q22)t(6;14)(p25;022) 1 0,34
46,XX,der(7)del(14)(q12)t(7;14)(935;912) 1 0,34
46,XX,der(8)del(6)(q15)t(6;8)(q15;924) 1 0,34
46,XX,dic(4;7)(q?,9?) 1 0,34
46,XX,inv(3)(p14;924) 1 0,34
46,XX,4(3;6)(q26.3;922) 1 0,34
47 XX, der(18)del(17)(q24)t(17;18)(q24;923),+721 1 0,34
48,XX,del(1)(p31),add(16)(p?),+17,+17 1 0,34
48,XX,del(2)(q10),+r(?)+r(?) 1 0,34
48,XX,del(4)(p15),del(6)(q12),del(17)(q12)+2mar 1 0,34
49,XX,del(2)(q32),+3mar 1 0,34
51,XX, dic (14;20)(q?21;q13), +6 mar 1 0,34
TOTAL 53 18,21
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Tabla 1.12. Frecuencia de anomalias estructurales por cromosoma en muestras de sangre periférica irradiada de pacientes. (1ra parte)

Cromo- Anomalias
soma Anomalia estructural por
afectado cromosoma

dic(1;5)(q12;p15), ?del(1)(qter—q12:)
der(11)del(1)(q22)t(1;11)(924;922)
del(1)(p31)

del(1)(q42)

del(1)(q11)

del(1)(922)

del(1)(932q941)

del(1)(p22)

del(5)(p11)
-5+mar
add(5)(p15)
5 del(5)(q15) 7
dic(1;5)(q12;p15), ?del(1)(qter—q12:)
dic(2;5)(q32;p15)
der(22)del(5)(p12)t(5;22)(p12;p11)

der(3)del(8)(q21)t(3;8)(p25;921)
inv(8)(p21.2921.2)

?der(8)

del(8)(p11)

del(8)(p12)

r(8)(p23q24)

del(X)(g21)
del(X)(q24)
-X,+mar

del(X)(923)

£(9;11)(q34;914)
del(9)(g11)
r(9)(p24q34)
dic(3;9)(q25;934)

der(18)del(10)(q24)t(10;18)(q24;922)
del(10)(q22)
der(6)del(10)(q23)t(6;10)(p25;923)
del(10)(q22)

10

46,XX,-11,+mar

46,XX,del(11)(q12)

46,XX,t(9;11)(q34;q914)
45,X,-X,der(11)del(1)(q22)t(1;11)(q24;922)

11

add(14)(932)

del(14)(q24)
+der(?)del(14)(q13)t(?;14)(?;913)
der(15)del(14)(921)t(14;15)(921;926)

14

der(15)del(14)(q21)t(14;15)(q21;q26)
der(15)del(17)(q11.2)t(15;17)(p11;911.2)
del(15)(g21)

add(15)(q25)

15
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Tabla 1.12. Frecuencia de anomalias estructurales por cromosoma en muestras de sangre periférica

(continuacion).
Cromo- Anomalias
soma Anomalia estructural por
afectado cromosoma

del(17)(gq11)
del(17)(q12)

17 der(15)del(17)(q11.2)t(15;17)(p11;911.2) 4
add(17)(p13)
del(18)(p11)
del(18)(q12)

18 del(18)(p11.3—q12) 4
der(18)del(10)(q24)t(10;18)(q24;922)
dic(2;5)(q32;p15)

2 der(2)del(2)(q22)t(2;6)(q22;q24) 3
del(2)(q32)
46,XX,1(3;7)(q21;921)

3 46,XX,der(3)del(8)(q21)t(3;8)(p25;q921) 3
45,XX,dic(3;9)(q25;q34)
1(3;7)(921;921)

7 del(7)(q33) 3
r(7)(p22931)
der(12)del(12)(g12)t(12;12)(q24;912)

12 der(12)del(12)(q12)t(12;12)(q24;q12) 3
del(12)(p11.2)
del(13)(q14q932)

13 del(13)(g21),del(13)(q21) 3
del(13)(g21)
add(21)(pter)

21 der(21)(q?) 3
add(21)(922)
der(6)del(10)(q23)t(6;10)(p25;923)

6 der(2)del(2)(q22)t(2;6)(q22;q924) 2

29 der(22)del(5)(p12)t(5;22)(p12;p11) 2
-22,+mar

16 add(16)(p?) 1

20 -20+mar 1
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Tabla 1.13. Frecuencia de anomalias estructurales por cromosoma en muestras de sangre periférica irradiada de controles.(1ra parte)

Cromo- Anomalias
soma Anomalia estructural por
afectado cromosoma

add(2)(p25)
del(2)(q12)
del(2)(q35)
del(2)(q10)
del(2)(932),+3mar
46,XX,del(2)(923935)

-2,+ace
der(1;2)(q10;p10)del(1)(q11)
der(7)t(2;7)(q24;?7q22)
del(2)(g33)
der(4)del(2)(q13)t(2;4)(q13;p16)

?der(14)del(2)(p11)t(2;14)(14pter—14932::2p25—2p11)

12

der(1;2)(q10;p10)del(1)(q11)
?dic(1;3)(g44;p14)
der(1)del(11)(q13)t(1;11)(p32;913)
1 -1,ace

del(1)(q11)

del(1)(p31)

del(1)(p21)
der(18)del(1)(p22)t(1;18)(p22;923)

?dic(1;3)(q44;p14)

del(3)(q11)

t(3;6)(926.3;922)
tr(3;13;22)(929;p11.1;913)
del(3)(q13)

inv(3)(p14;924)
der(20)del(3)(p14)t(3;20)(p14;912)
del(3)(p14)

der(22)del(X)(q22)t(X;22)(922;q13)
r(X)(p22927)

-X+2mar

X der(X)del(12)(q11)t(X;12)(922;911) 7
ins(X;?)(p11;7?)
-X,ace
del(X)(g21)

-?4,+mar
der(4)del(2)(q13)t(2;4)(q13;p16)
del(4)(923)
del(4)(p15)
dic(4;?)(a?;97?)
der(20)del(4)(p15.1)t(4;20)(p15.1;913.2)

del(6)(q21g24)

t(3;6)(926.3;922)

6 add(6)(p24)

del(6)(q12)
der(6)del(14)(q22)t(6;14)(p25;922)
der(8)del(6)(q15)t(6;8)(q15;924)

der(17)del(17)(q23)t(17;17)(925;923)
der(17)del(17)(923)t(17;17)(q25;923)
17 der(18)del(17)(q24)t(17;18)(q24;G23) 5
der(17)del(2)(p21)t(2;17)(p21;p13)
del(17)(q12)
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Tabla 1.13. Frecuencia de anomalias estructurales por cromosoma en muestras de sangre periférica irradiada de controles
(continuacion).

Cromo- Anomalias
soma Anomalia estructural por

afectado cromosoma

46,XX,inv(9)(p11q12)

9 46,XX, del(9)(q11)

-9,+2mar

der(12)del(9)(q22)t(9;12)(q22;p12)

der(20)del(4)(p15.1)t(4;20)(p15.1;913.2)
dic (14;20)(q?21;913)
dic(13;20)(q34;p11)
der(20)del(3)(p14)t(3;20)(p14;912)

20

dic(11;12)(q22;914)
del(11)(q22)

11 del(11)(p11) 4

der(1)del(11)(q13)t(1;11)(p32;913)

?der(14)del(2)(p11)t(2;14)(14pter—14q32::2p25—2p11)
14 dic (14;20)(9?21;913)
der(6)del(14)(q22)t(6;14)(p25;922)
der(7)del(14)(q12)t(7;14)(935;912)

del(7)(g21)
7 der(7)del(14)(q12)t(7;14)(935;912) 3
der(7)t(2;7)(q24;?922)

der(8)del(6)(q15)t(6;8)(q15;924)
8 del(8)(p22) 3
del(8)(g21)

der(X)del(12)(q11)t(X;12)(922;911)
12 der(12)del(9)(q22)t(9;12)(q22;p12) 3
dic(11;12)(g22;q14)

del(16)(p12)
16 der(16)del(1)(p32)t(1;16)(p32;p13) 3
der(16)t(16;?)

13 dic(13;20)(q34;p11)
tr(3;13;22)(q29;p11.1;913)

18 der(18)del(1)(p22)t(1;18)(p22;923)
der(18)del(17)(924)t(17;18)(q24;923)

22 46,XX,tr(3;13;22)(929;p11.1;913)
46,X, der(22)del(X)(922)t(X;22)(922;913)

10 der(10)del(15)(923)t(10;15)(q26;923) 1
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1.3 CARIOTIPOS ENCONTRADOS

1.3.1 CULTIVOS NO IRRADIADOS
Tabla 1.14. Tipos de Cariotipos en mosaico encontrados en cultivos de sangre periférica no irradiada de Pacientes
Caodigo de Cariotipo %
Individuo Tipo de mosaico

98 metafases
46,XX / 96,7

P1 46,XX,add(17)(925) / 1,11 | Normal / Anomalia estructural
46,XX,der(13)del(1)(q21)t(1;13)(q21;q34)/ 1,11
46,XX,del(18)(g21) 1,11
71 metafases
46,XX/ 95,6

P2 45,XX,der(21)t(21;22)(q22;q11)-22 / 1,41 | Normal / Anomalia estructural
45,XX,dic(6;12)(q21;q24)/ 1,41
46,XX,del(12)(p13) 1,41
90 metafases
46, XX/ 94,9 Normal / Anomalia numérica /

P3 46,XX,del(1)(p21)/ 1,02 A lia estructural
46,XX,der(2)del(1)(p21)t(2;1)(q33;p21)/ 1,02 nomalia estructura
46,XX,1(7;14)(932;921) 1,02
81 metafases
46,XX/ 95,1

P4 47 XX, +mar / 1,23 | Normal / Anomalia numérica /
47 XXX/ 1,23 Anomalia estructural
46,XX,-17,+mar/ 1,23
46,XX,del(17)(g24) 1,23

Tabla 1.15. Tipos

de Cariotipos en mosaico encontrados en cultivos d

e sangre periférica no irradiada de Controles

Caodigo de Cariotipo %
Individuo Tipo de mosaico
64 metafases 98,4 Normal / Anomalia
C1 46,XX/ 161 |
46X -X+mar ) estructura
62 metafases
46,.XX/ 93,8 Normal / Anomalia
C2 47,XX,+mar / 1,56 numérica / Anomalia
46,XX,?inv (5)(p15q12) / 1,56
46,XX,del(18)(q11) / 1,56 estructural
46,XX,del(7)(p15) 1,56
91 metafases
46, XX/ 89,0
45,XX,-10/ 1,10
45 XX,-14 /| 1,10
A rmarl 19| Normal/ Anomalia
C3 48 XX 47417/ 110 numérica / Anomalia
45,XX,-7,add(15)(q26) / 1,10 estructural
46,XX,?add(18)(p11.3)/ 1,10
46,XX,del(8)(p12) / 1,10
46,XX,der(15)del(13)(q13)t(13;15)(q13;926) / | 1,10
46,XX,tas(9;12)(p24;q24) 1,10
86 metafases 96.5 .
46,XX / 116 Normal / Anomalia
C4 47 XX, +?der(21) / 116 numérica / Anomalia
47, XX,+21/ 116 estructural
47 XX,+mar i
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1.3.1 CULTIVOS IRRADIADOS

Tabla 1.16. Tipos de Cariotipos en mosaico encontrados en cultivos de sangre periférica irradiada de Pacientes
Caodigo de Cariotipo %

Individuo Tipo de mosaico
47 metafases -
P1 46,XX | 76.6 Normal / Anomalia
Estructurales: 23,4 estructural
89 metafases -
P2 46 XX / 912 Normal / Anomalia

Estructurales: 8,75 estructural

80 metafases ,
Normal / Anomalia

46,XX / 73,0 'l A
P3 48 XX,+13,+21 / 112 numeérica / Anomalia

Estructurales: 258 estructural

45 metafases -

46,XX / 73.3 Normal / Anomalia
P4 47.XX421 | 299 numérica / Anomalia

Estructurales: 24.4 estructural

Tabla 1.17. Tipos de Cariotipos en mosaico encontrados en cultivos de sangre periférica irradiada de Controles

Caodigo de Cariotipo %

Individuo Tipo de mosaico
60 metafases
46,XX / 65,0
48 XX +2mar/ 333 Normal / Anomalia
C1 46 XX +2dmin / 167 numérica / Anomalia
47:XX;</ 1 :67 estructural
Estructurales: 26,7
91 metafases
46, XX/ 76,9
47 XX 421/ 11 Normal / Anomalia
C2 47:xx:+r(?)/ 11 numérica / Anomalia
48 XX, +2mar | 11 estructural
Estructurales: 19,8
52 metafases
46.XX /| 84,6 Normal / Anomalia
C3 49 XXX +18422 | 1,92 numérica / Anomalia
RS 13,5 estructural
Estructurales:
88 metafases
46.XX | 86.4 Normal / Anomalia
C4 46.XX.ace / 114 numérica / Anomalia
Estructurales: 12,5 estructural
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1.4 FRAGILIDADES
141 CULTIVOS NO IRRADIADOS

Tabla 1.18. Fragilidades presentes mas de una vez en cultivos no Irradiados de pacientes y controles (1ra parte)
PACIENTES CONTROLES
individuos individuos
Frecuencia afectados Frecuencia afectados
Sitio fragil n=340 n=4 Sitio fragil n=303 n=4
9 q12 65 4 9 q12 37 4
3 pl4 16 4 3 pl4 23 4
6 g25 11 3 1 p10 11 3
9 qM11 9 3 2 g1 10 4
17 qg21 9 2 2 p10 6 3
X qg21 8 3 3 p10 6 3
1 p21 7 4 11 q13 5 2
2 g 6 4 X p21 4 3
1 pi1 6 3 X qg21 4 3
1 q12 6 3 6 925 4 3
3 p10 5 3 12 qg21 4 3
6 q26 5 3 1 q12 4 2
7 32 5 3 4 p16 4 2
12 q13 5 3 9 g1 4 2
11 q13 5 2 13 g21 4 2
13 g21 5 2 6 g27 3 3
4 q22 4 4 8 22 3 3
1 p10 4 2 X p22.2 3 2
1 g22 4 2 1 g21 3 2
X p22 3 3 2 g34 3 2
X p21 3 3 4 gl 3 2
8 g24.1 3 3 5 pl4 3 2
1 g23 3 2 5 g31 3 2
3 p21 3 2 6 p21 3 2
6 p22 3 2 16 q11.2 3 2
6 q16 3 2 16 p11.2 3 2
7 q22 3 2 5 q14 3 1
X pi1 2 2 X p22.3 2 2
X p22.1 2 2 X q13 2 2
1 p34 2 2 X q25 2 2
1 p13 2 2 1 p32 2 2
1 g21 2 2 1 g22 2 2
1 ql1 2 2 1 q23 2 2
2 pi12 2 2 1 g41 2 2
2 p11.2 2 2 2 g21 2 2
2 p10 2 2 2 g3 2 2
2 p24 2 2 2 32 2 2
2 q12 2 2 2 33 2 2
3 q27 2 2 3 pi13 2 2
3 g22 2 2 3 p23 2 2
3 q13 2 2 4 p15.2 2 2
4 q32 2 2 4 q23 2 2
4 q28 2 2 4 q28 2 2
4 p15.2 2 2 5 923 2 2
4 931 2 2 6 p10 2 2
5 p14 2 2 6 p11 2 2
6 p10 2 2 7 q11.2 2 2
6 p21.3 2 2 7 q22 2 2
7 921 2 2 8 923 2 2
7 q11.2 2 2 9 pi2 2 2
8 g23 2 2 9 33 2 2
8 p23 2 2 10 q11 2 2
9 p12 2 2 11 p11.2 2 2
9 g21 2 2 11 qg21 2 2
12 q11 2 2 12 q15 2 2
12 p10 2 2 13 q14 2 2
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Tabla 1.18. Fragilidades presentes mas de una vez en cultivos no Irradiados de pacientes y controles (continuacion)

PACIENTES CONTROLES

. individuos : individuos

Sitio fragil Fre(iuenma afectados Sitio fragil Frec_uenma afectados
n=340 = n=303 _
n=4 n=4
16 923 2 2 13 g31 2 2
16 p13 2 2 14 q22 2 2
17 q12 2 2 X q27 2 1
17 q11 2 2 1 p21 2 1
19 p13.3 2 2 1 pi1 2 1
20 q13.3 2 2 5 p11 2 1
1 q31 2 1 6 926 2 1
1 q42 2 1 7 921 2 1
2 q32 2 1 7 32 2 1
5 g31 2 1 8 p10 2 1
5 q11 2 1 8 pi1 2 1
6 q11 2 1 9 pi1 2 1
9 p24 2 1 9 p10 2 1
9 q13 2 1 11 q14 2 1
10 qg22 2 1 12 p10 2 1
10 g24 2 1 12 p13 2 1
16 g24 2 1 13 g22 2 1
16 p11 2 1 16 p11 2 1
16 q11 2 1 16 p10 2 1

20 q11 2 1

Tabla 1.19. Frecuencia de fragilidades por cromosoma en muestras de sangre periférica no irradiada de pacientes (1ra parte).

28527 8 E 3897| & £
. [ =1 o . n =S o
o o= © o o = ©
Cromosoma | | . Freciuenma £$5% _‘g“ 53 Cromosoma | . Frec_uenma $S% % 53
afectado n=340 ES o8| 5S¢ afectado n=303 ESL8| E9¢
2523| 8 o 2528| & ©
£ | & & E%=| £ 5
p10 1 1 p10 2 1
p11 1 1 p11 2 1
p12 2 2 p12 2 2
p13 1 1 p13 1 1
p21 1 1 p22 1 1
o p24 2 1 86 9 p24 1 1 54
ql1 9 3 ql1 4 2
q12 65 4 q12 37 4
q13 2 1 q24 1 1
g21 2 2 a33 2 2
p10 4 2 q34.3 1 1
p11 6 3 p10 11 3
p12 1 1 p11 2 1
1 p13 2 2 46 p21 2 1
p21 7 4 1 p22 1 1 39
p32 1 1 p31 1 1
p33 1 1 p32 2 2
p34 2 2 p35 1 1
q11 2 2 p36.1 1 1
q12 6 3 q10 1 1
q21 2 2 ql1 1 1
1 q22 4 2 46 q12 4 2
q23 3 2 q21 3 2
q31 2 1 1 q22 2 2 39
q41 1 1 q22.3 1 1
q42 2 1 q23 2 2
p10 5 3 q31 1 1
p11 1 1 a32 1 1
3 p13 1 1 36 q41 2 2
p14 16 4 p10 6 3
p21 3 2 3 p11 1 1 38
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Tabla 1.19. Frecuencia de fragilidades por cromosoma en muestras de sangre periférica no irradiada de pacientes (2da parte)

PACIENTES CONTROLES
173 B8 o » 7 ©
Cromosoma Frecuencia { g 3 :85 % 5 § Cromosoma Frecuencia | g 3 8 % %:; = §
afectado banda n=340 2 cz3| 2 g g afectado banda n=303 = cZ28| 2 g g
2°°%sw| & ¢ 2o 0g 2 s
“— (&) = 5
p24 ! 1 p12 1 1
q13 2 2 p13 2 2
q21 1 1 p14 23 4
3 922 2 2 36 3 p21 1 1 38
q25 1 1 p23 2 2
q26 1 1 p24 1 1
927 2 2 p25 1 1
p10 2 2 p10 6 3
p12 1 1 p16 1 1
p21.1 1 1 p21 1 1
p21.3 2 2 a1 10 4
p22 3 2 q11.1 1 1
ql1 2 1 q12 1 1
6 q12 1 1 34 q13 1 1
q15 1 1 q14.1 1 1
q16 3 2 2 21 ) ) 36
g21 1 1 q24 1 1
q25 11 3 31 2 >
q26 5 3 q32 2 2
Q27 1 1 q33 2 2
p11 2 2 q34 3 B
p21 3 3 q35 1 1
p22 3 3 g41 1 1
p22.1 2 2 010 1 1
p22.2 1 1 p11 1 p
p22.3 1 1 021 4 3
ql1 1 1 p22 1 1
X q13 1 1 z p22.2 3 2
q21 8 3 p22.3 2 2
q23 1 1 X a10 p ; 24
q24 1 1 ql1 1 1
923 ! ! q13 2 2
ozt ! 1 a2t 4 3
q28 1 1 q25 2 2
p10 2 2 q27 2 1
p11.2 2 2 010 2 >
p12 2 2 p11 2 2
p15 1 1 p12 1 1
p23 1 1 p21 3 2
p24 2 2 p21.3 1 1
att 6 4 26 p23 1 1
2 at2 2 2 6 p24 1 1 23
q22 ! 1 q16 1 1
q24 1 1 q21 1 1
q32 2 1 q22 1 1
q33 1 1 q25 4 3
q34 1 1 q26 2 1
q36 1 1 q27 3 3
q37 1 1 p10 1 1
p15.2 2 2 o1 2 1
q10 ! ! p14 3 2
q11 1 1 p15.1 1 1
q13 1 1 ql1 1 1
q21 1 1 q11.2 1 1
4 q22 4 4 18 5 12 1 ] 22
q23 1 1 q14 3 1
q27 1 1 g21 1 1
928 2 2 q23 2 2
q31 2 2 931 3 B
q32 2 2 q32 1 1
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Tabla 1.19. Frecuencia de fragilidades por cromosoma en muestras de sangre periférica no irradiada de pacientes (3ra parte)

PACIENTES CONTROLES
» » © » 7] ©
. S oo 8 > g . S oo g = g
Cromosoma banda Frecuencia 2 g3 s 8 ‘g 3 Cromosoma banda Frecuencia g 23 g1 8 §_ 3
afectado n=340 5582 B g afectado n=303 5582 B g
£ g 5 = RENE
p14 2 2 a33 1 1
p15 1 1 ° 35 1 1 2
q11 2 1 p12 1 1
q11.2 1 1 p15.2 2 2
q12 1 1 p16 4 2
q13 1 1 q11 3 2
a15 1 1 q12 1 1
5 q21 1 1 18 4 q23 2 2 19
q22 1 1 q28 2 2
q23 1 1 q31 1 1
q24 1 1 q32 1 1
q31 2 1 q33 1 1
q32 1 1 q34 1 1
q33 1 1 p10 1 1
q35 1 1 p11 1 1
p13 1 1 p11.2 2 2
ql1 2 2 p14 1 1
q11.2 1 1 1 q13 5 2 16
7 q12 2 2 16 q14 2 1
q21 9 2 g21 2 2
q22 1 1 q22 1 1
p10 2 2 g25 1 1
p13 1 1 p10 2 1
q11 2 2 p11 1 1
q13 5 3 p11.2 1 1
12 q14 1 1 14 p13 2 1
q15 1 1 12 q11 1 1 15
g21 1 1 q15 2 2
q24 1 1 g21 4 3
p10 1 1 q24 1 1
p11 2 1 q24.1 1 1
p13 2 2 p10 1 1
q11 2 1 p11.2 1 1
16 q12 1 1 14 p12 1 1
g21 1 1 p15 1 1
q22 1 1 p22 1 1
q23 2 2 7 q11.2 2 2 4
q24 2 1 g21 2 1
p22 1 1 q22 2 2
q11 1 1 q31 1 1
q11.2 2 2 q32 2 1
7 q21 2 2 14 p10 2 1
q22 3 2 p11 2 1
932 5 3 q11.2 1 1
p21 1 1 q13 1 1
p23 2 2 8 q21 1 1 "
ql1 1 1 q22 3 3
gq11.2 1 1 g23 2 2
8 q21 1 1 13 q24 1 1
g21.3 1 1 g24.2 1 1
q22 1 1 p12 1 1
q23 2 2 q14 2 2
g24.1 3 3 g21 4 2
p13 1 1 13 q22 2 1 13
p14 1 1 q31 2 2
p15 1 1 q32 1 1
1 q13 5 2 11 q34 1 1
q14 1 1 p10 2 1
q22 1 1 16 p11 2 1 11
q23 1 1 p11.2 3 2
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. Tabla 1.19. Frecuencia de fragilidades por cromosoma en muestras de sangre periférica no irradiada de pacientes (4ta parte).

PACIENTES CONTROLES
» 723 @© w 7] @©
. S oo S > g . S oo R | > g
g0 < 2 5 S oo 2 =4 s
q13 1 1 q10 1 1
13 q21 5 2 8 16 q11.2 3 2 !
q31 1 1 p12 1 1
q34 1 1 p15 1 1
p10 1 1 q11 2 2
p12 1 1 q11.2 1 1
20 p13 1 1 7 10 q21 1 1 °
q11 2 1 q24 1 1
q13.3 2 2 q25 1 1
cen 1 1 q26 1 1
p15 1 1 q11 1 1
10 q22 2 1 6 q11.2 1 1
q24 2 1 q13 1 1
p11.1 1 1 14 q21 1 1 4
q12 1 1 922 2 2
q21 1 1 q31 1 1
18 q22.3 1 1 6 p11 1 1
q23 1 1 q11.2 1 1
q24 1 1 q11.3 1 1
q21 1 1 18 q12 1 1 6
14 q24 1 1 3 q12.2 1 1
31 1 1 q25 1 1
p12 1 1 p13.1 1 1
19 p13.3 2 2 3 q12 1 1
922 1 1 17 q21 1 1 5
15 q24 1 1 2 q23 1 1
p13 1 1 q25 1 1
22 q12 1 1 2 p12 1 1
21 q11 1 1 1 p13 1 1
2 q13 1 1 4
q13.3 1 1
q13 1 1
15 q15 1 1 3
q26 1 1
22 q12 1 1 1
19 q133 1 1 1
1.4.2 CULTIVOS IRRADIADOS
Tabla 1.20. Fragilidades presentes mas de una vez en cultivos Irradiados de pacientes y controles (1ra parte)
PACIENTES CONTROLES |
individuos individuos
Frecuencia afectados Frecuencia afectados
Sitio fragil n=261 n=4 Sitio fragil n=291 n=4
9 qi2 37 4 3 pl14 30 3
3 pl4 34 4 9 q12 23 4
9 ql1 8 4 2 q32 5 3
1 p10 7 4 16 q23 5 1
6 q25 7 4 X p22.3 4 3
17 21 7 2 4 q28 4 3
12 q13 6 4 9 ql1 3 3
2 qM 5 4 13 q21 3 3
2 q32 5 3 17 q25 3 3
X g21 5 3 X p22 3 2
1 q12 5 2 2 ql1 3 2
6 q26 5 2 5 p14 3 2
6 p21.3 4 3 5 q12 3 2
5 q14 4 1 6 q27 3 2
X q25 3 3 9 p12 3 2
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Tabla 1.20. Fragilidades presentes mas de una vez en cultivos Irradiados de pacientes y controles (continuacion)

PACIENTES CONTROLES
. individuos ’ individuos
Sitio fragil Freciuenma afectados Sitio fragil Freciuenma afectados
n=261 _ n=291 -
n=4 n=4
9 pi1 3 3 11 q13 3 2
9 g21 3 3 2 p10 3 1
X p21 3 2 12 g21 3 1
2 35 3 2 X p21 2 2
3 pi13 3 2 1 q12 2 2
4 p10 3 2 3 p21 2 2
4 p16 3 2 3 q27 2 2
8 23 3 2 4 q32 2 2
8 g21 3 2 4 q13 2 2
11 q23 3 2 4 p16 2 2
11 q13 3 2 6 925 2 2
1 p21 3 1 7 p15 2 2
6 p22 3 1 7 q32 2 2
9 32 3 1 7 qg31 2 2
16 23 3 1 8 p21 2 2
X p223 2 2 8 q12 2 2
X q23 2 2 8 23 2 2
1 q24 2 2 9 qg21 2 2
1 q31 2 2 10 q25 2 2
1 q22 2 2 12 p10 2 2
1 qg21 2 2 13 q31 2 2
2 p21 2 2 20 q13 2 2
2 p23 2 2 1 q44 2 1
2 q22 2 2 2 q22 2 1
2 qg24 2 2 4 q21 2 1
2 q13 2 2 4 q12 2 1
2 p10 2 2 5 23 2 1
3 p24 2 2 6 p12 2 1
3 p25 2 2 6 26 2 1
3 925 2 2 8 qg21 2 1
3 g26 2 2 8 g21.2 2 1
4 931 2 2 9 p10 2 1
4 q28 2 2
5 q33 2 2
5 q12 2 2
5 p11 2 2
6 p10 2 2
6 g24 2 2
9 p10 2 2
10 q25 2 2
11 p10 2 2
14 q22 2 2
16 p11 2 2
16 g21 2 2
16 p13 2 2
17 q23 2 2
18 g21 2 2
19 p13.2 2 2
19 p10 2 2
2 g33 2 1
2 p13 2 1
5 q11.2 2 1
7 931 2 1
9 pi13 2 1
12 q12 2 1
17 q22 2 1
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Tabla 1.21. Frecuencia de fragilidades por cromosoma en muestras de sangre periférica irradiada (1ra parte)

Cromo-
soma
afectado

banda

p10
p11
p12
p13
p21
p22
ql1
q12
q21
q31
q32
q33
q34
p10
p11
p12
p13
p14
p21
p23
p24
p25
p26
ql1
q25
q26
q26.1

q28
p10
p13
p15

PACIENTES

Frecuencia
n=261

WaNUOI-AN-AN_2A AN AU NN 2 aANN

N N S S GG N

ndividuos
en que

AN ANN_ARAN_A A3 aWARNaaaawN estuvo

A A aaaaalNa N2aWaNaANaAa2aaN-aRaNN =2 A aN -

afectado
n=4

kel
O o
56 ¢ x| Cromo-
525E| soma
® o5 ©| afectado
-
64 3
9
54
2
41
4
4
41
1
32

46

banda

p10
p12
p14
p21
p22
ql1
q13
q25
q26
q26.1
q26.3
q27
p10
p12
ql1
q12
q21
q22
q33

p10
p12
p13
p21
p24
p25
ql1
q21
q22
q31
q32
q33
q36
q37
p10
p16
q10
ql1
q12
q13
q21
q23
q28
q32
q33

p10
p12
p13
p21
p22
p31
p33
p34
p35
p36
q12
q25
q31
qé1
q42
q44

CONTROLES

Frecuencia
n=291

N = = 2 A N) & a3y

ndividuos
en que

A AN DA WONAN -2 A A NDW = eStUVO

AW AN 2 AR AW AR

QUGN N N Y GG G

afectado
n=4

Fragilidad

es por
cromo-
soma

43

35

23

19

19
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Tabla 1.21. Frecuencia de fragilidades por cromosoma en muestras de sangre periférica irradiada (2da parte)

PACIENTES CONTROLES
- . 8 o I5 . . 8
Csrgﬂs banda Frec_uenma 288 § S %% § C!SPSQ banda Fre<iuenC|a =1
afectado n=261 ScZ28W 285 ?| afectado n=291 3 c
C O O © C c o
q12 5 2 p10 1
q21 2 2 p12 2
q22 2 2 p22 1
1 q24 2 2 32 p24 1
q31 2 2 6 q11 1
q41 1 1 q16 1
q44 1 1 921 1
cen 1 1 q25 2
p10 2 2 926 2
p12 1 1 Q27 3
p21 1 1 p21 2
p21.3 4 3 p23 1
p22 3 1 q11.2 1
p23 1 1 q12 2
6 q16 1 1 31 8 q13 1
q22 1 1 921 2
q23 1 1 q21.1 1
q24 2 2 q21.2 2
q25 7 4 923 2
q26 5 2 p14 3
q27 1 1 p15 1
p10 3 2 q11 1
p11 1 1 5 q12 3
p14 1 1 q14 1
p15.1 1 1 923 2
p15.2 1 1 33 1
p16 3 2 p21 2
q11 1 1 p22 3
4 q13 1 1 21 X p22.3 4
q23 1 1 q13 1
q26 1 1 921 1
q28 2 2 p15 2
q31 2 2 p22 1
q31.1 1 1 q10 1
932 1 1 7 q21 1
q34 1 1 922 1
p10 1 1 31 2
p21 3 2 q32 2
p22.2 1 1 p11 1
p22.3 2 2 p11.2 1
X q13 1 1 20 p15 1
q21 5 3 1 q11 1
q22 1 1 q13 3
q23 2 2 921 1
q24 1 1 922 1
925 3 3 p11.2 1
p11 2 2 q11.2 1
q10 1 1 16 922 1
q11 1 1 923 5
q11.2 2 1 q24 1
q12 2 2 p10 2
q14 4 1 p13 1
5 q15 1 1 1 12 q14 1
q23 1 1 q15 1
q31 1 1 921 3
933 2 2 921 3
q34 1 1 13 922 1
q35 1 1 31 2
p11 1 1 p11 1
p12 1 1 q11 1
12 p13 \ 1 \ 1 15 q23 | 1 |
| | 0 lqa | 1 |
q12 2 1
q13 6 925 2
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afectado
n=4
Fragilida
des por
cromo-
soma
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Tabla 1.21. Frecuencia de fragilidades por cromosoma en muestras de sangre periférica irradiada (3ra parte)

PACIENTES CONTROLES

Cromo-
soma banda
afectado

Cromo-
soma banda
afectado

Frecuencia
n=291

Frecuencia
n=261

ndividuos
4
Fragilida

en que

LA N AN _2AaAN 2 AN A 43 4 a A a A A A aaaaNa2aNaN_2aRN2aNNaN2aN=2aNaaaaaNaN=2 2 a2 aaaa estuvo
cromo-
soma

ndividuos
en que

des por
A A A A N ) eStUVO

afectado
n:

q21
q22
q23
q24
p13
p25
q12
17 q21
q22
q23
q32
p10
p11
p21
q12
q21
q21.1
q21.2
q23
q24.1
q24.3
p11
p11.2
p13
p13.3
q11.2
q21
q23
q24
p10
p14
q13
q14
q22
q23
p11
p13
p21
p22
ql1
q11.2
q31
q32
q34
p10
p15

10 q11
q21
q24
q25
p11.2
q21

14 q22
q23
q24
p10

19 p13.2

q13

q11.2
q21
q22
q23
ql14
q21

q12
q21
q22
q25
q11.2
q13
14 21
15 q32
q13
q13.3
q12
g21.1
15 g21
19 p10
21 q22

12

A A A AN A A A Wwa A

16

1"

18

13

A A N AN A A NN AN AN A A A AN A AW AWAN_CWN22 AN AN WA AW aaaafNN~N S A
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afectado
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Tabla 1.21. Frecuencia de fragilidades por cromosoma en muestras de sangre periférica irradiada (cuarta parte)

Cromo- Frecuencia g . o8 S8bo
soma banda _ 2338 Sa55
afectado n=261 222378053
ETB3® |
q22 1 1
3 433 1 1 4
q14 1 1
15 q22 1 1 3
q26 1 1
q13.1 1 1
20 q13.2 1 1 2
22 p11.2 1 1 1
1.5 ROTURAS

1.5.1 CULTIVOS NO IRRADIADOS
Tabla 1.22. Roturas presentes méas de una vez en cultivos no irradiados de pacientes y controles

PACIENTES CONTROLES
Roturas . individuos Roturas . individuos
cromatidicas y Frecuencia | o tados | cromatidicas y Frecuencia | ;fo tados
A n=340 = . n=303 =
cromosomicasi n=4 cromosomicast n=4
5 p10 16 4 2 p10 10 4
2 p10 12 4 8 p10 8 4
9 p10 11 4 11 p10 8 4
1 p10 9 4 17 p10 8 4
12 p10 9 4 3 p14 8 3
2 qi1 8 4 5 p10 8 3
19 p10 6 4 19 p10 7 3
11 p10 8 3 3 p10 6 4
6 p10 7 3 2 qU 6 3
10 p10 7 3 X p10 5 3
17 p10 6 3 16 p10 5 3
3 p10 3 3 12 p10 5 2
4 p10 3 3 1 qU1 4 4
5 p11 3 3 9 p10 4 3
11 p11 3 3 1 p10 4 2
3 p14 5 2 6 p10 4 2
8 p10 5 2 9 p10 4 2
4 q11 4 2 9 qg12 4 2
X p10 3 2 7 pi1 3 2
7 p10 3 2 1 p11 3 1
X g21 2 2 7 p10 2 2
1 ql1 2 2 8 g23 2 2
11 q11 2 2 9 qi1 2 2
16 p10 2 2 10 q11 2 2
16 923 2 2 12 p11 2 2
18 p10 2 2 17 q10 2 2
1 pl1 3 1 7 p10 2 1
12 p11 3 1 7 p11.2 2 1
7 q32 2 1 8 p11 2 1
9 q12 2 1 8 qi1 2 1
11 pi1 2 1 10 p10 2 1
11 q11 2 1
12 23 2 1
p10 2 1
g23 2 1
1Roturas cromosémicas
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Tabla 1.23. Frecuencia de roturas por cromosoma en muestras de sangre periférica no irradiada. (1ra parte)

PACIENTES CONTROLES
3 889 E Roturas 3 3 5 g pi
Cromo-soma b o) S g § é o por Cromoso 5 3 o § 2 g Roturas por
afectado anda 37 2g o3 cromo- ma 3N | 289038
gc |[S53383 afectado 8e| 532 g5 |Cromosoma
L 283 soma 2 293¢
banda
p10 12 4 p10 10 4
p10 1 1 p10 1 1
p24 1 1 p11 1 1
q11 8 4 p13 1 1
2 422 1 1 26 2 |p21 1 1 23
q24 1 1 q11 6 3
q31 1 1 q11 1 1
932 1 1 q11.1 1 1
p10 16 4 q33 1 1
p11 3 3 p10 6 4
5 q11 1 1 22 p10 1 1
ql1 1 1 3 p14 8 3 17
q22 1 1 p25 1 1
p10 11 Z q11.2 1 1
p10 1 1 p10 4 3
p11 1 1 p10 4 2
p11 1 1 9 q11 2 2 15
9 p12 1 1 20 q12 4 2
p21 1 1 q32 1 1
p21 1 1 p10 8 4
ql1 1 1 p11 2 1
q12 2 1 8 p21 1 1 15
p10 9 2 q11 2 1
p11 3 1 q23 2 2
p13 1 1 p10 4 2
1 p21 1 1 18 p11 3 1
p33 1 1 p35 1 1
q11 2 2 1 q11 4 4 15
q42 1 1 q12 1 1
p10 8 3 425 1 1
p11 3 3 q31 1 1
11 p11 2 1 16 p10 8 4
p14 1 1 p10 1 1
q11 2 2 p11 1 1
p10 9 4 " q10 1 1 14
p11 3 1 q11 2 1
12 p11 1 1 15 q13 1 1
p11.1 1 1 p10 5 2
q12 1 1 p10 2 1
p10 6 3 p11 2 2
p10 1 1 12 p11.1 1 1 14
p11 1 1 p12 1 1
17 ql1 1 1 12 p13 1 1
q11 1 1 q23 2 1
q22 1 1 p10 2 1
932 1 1 p10 2 2
p10 7 3 p11 3 2
p10 1 1 p11.2 2 1
6 q11 1 1 . [N YT 1 1 13
q16 1 1 q11.1 1 1
q21 1 1 q11.1 1 1
425 1 1 q34 1 1
p10 7 3 p10 5 3
10 P12 1 ; 11 16 | P ] ; 13

50




Tabla 1.23. Frecuencia de roturas por cromosoma en muestras de sangre periférica no irradiada. (2da parte)

PACIENTES CONTROLES
© c < © S 5%
(3 3ogln Roturas (3] gogl
Cromo-soma & 3 2 § 2 k) por Cromoso 5 S| e § 2 S | Roturas por
afectado banda 5O c3 382 ma S®| 33T
3 ES o 8 cromo- ol E-S o & | CFOmosoma
@ < 53528 soma afectado oc| 52839
IC £°% IC Zecog
banda -
p12 1 1 p11.1 1 1
10 q11 1 1 11 p12 1 1
q25 1 1 16 p13.2 1 1 13
p10 3 3 q10 1 1
p11 1 1 q12 1 1
3 p14 5 2 11 923 2 1
p21 1 1 p10 8 3
q13 1 1 p10 1 1
010 6 4 S Ipt 1 1 "
p10 1 1 ql1 1 1
19 p11 1 1 9 p10 8 4
g1 1 1 17 q10 2 2 11
p10 3 3 ql1 1 1
¢l | e 2 0 10 1 :
q 19 p 10
g25 1 1 p11 1 1
p10 3 2 q10 1 1
7 p11 1 1 7 p10 5 3
ql1 1 1 p22.2 1 1
i e A
8 p11 1 1 7 q21 1 1
p23 1 1 q24 1 1
p10 3 2 p10 2 1
p11 1 1 q10 1 1
X p22 1 1 7 10 ql1 2 2 6
g21 2 2 q23 1 1
p10 2 2 p10 4 2
p11 1 1 6 p21 1 1 6
16 013 1 1 6 426 1 1
923 2 2 p10 1 1
p10 2 2 p11 1 1
p11.2 1 1 20 q10 1 1 5
18 p11.3 1 1 6 q11.1 1 1
g21.1 1 1 q11.1 1 1
q22 1 1 p10 1 1
p11 1 1 13 q10 1 1 3
21 q11 1 1 2 q22 1 1
15 p10 1 1 1 p10 1 1
20 o1 1 1 1 4 g1 1 1 2
932 1 1
4 933 1 1 2
15 p10 1 1 1
18 p10 1 1 1
21 p11.1 1 1 1
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1.5.2 CULTIVOS IRRADIADOS

Tabla 1.24. Roturas presentes més de una vez en cultivos irradiados de pacientes y controles

PACIENTES CONTROLES
Roturas individuos Roturas individuos
cromatidicas y | Frecuencia | afectados | cromatidicasy | Frecuencia | afectados
cromosomicast n=261 n=4 cromosomicast n=291 n=4
1 p10 11 4 2 p10 10 4
17 | p10 11 4 1 p10 7 4
5 p10 10 4 17 p10 7 2
3 p14 9 4 3 pl4 6 2
10 p10 8 4 4 p10 6 2
2 p10 7 4 6 pl0 4 3
3 p10 7 4 8 p10 4 3
1 pi1 6 4 9 gl 4 3
12  p10 6 4 11 p10 4 2
16 p10 6 4 12 pi1 4 2
6  p10 5 3 X q11 3 3
11 p10 5 2 5 p10 3 3
X p10 4 3 16 p10 3 3
8 p10 4 3 X p10 3 2
2 g1 4 2 7 p10 3 2
9 g1 4 2 8 q11 3 2
11 p11 3 3 9 q12 3 2
3 g1 3 2 11 pii 3 2
7 p10 3 2 12 p10 3 2
16  p11 3 2 20 p10 3 2
1 | p10 2 2 1 p11 2 2
4 p10 2 2 3 pi0 2 2
15 | p10 2 2 5 pi1 2 2
9 q12 2 2 7 32 2 2
10 g11 2 2 8 pli 2 2
11 | p14 2 2 9 p10 2 2
12  p11 2 2 11 g1 2 2
16 q11 2 2 14 q23 2 2
17 | p10 2 2 15 q14 2 2
17 g11 2 2 17 g1 2 2
18 p10 2 2 18 p10 2 2
6 | q26 2 1 1 p12 2 1
9 pi2 2 1 2 11 2 1
15 | p10 2 1 6 p11 2 1
19  gq10 2 1 10 p10 2 1
19 p10 2 1 19 p10 2 1

T roturas cromosomicas
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Tabla 1.25. Frecuencia de roturas por cromosoma en muestras de sangre periférica irradiada. (1ra parte)

PACIENTES CONTROLES
T 3,1 Roturas S _|s8 GE o1 Roturas
Cromo-soma o © &3¢ por Cromosoma ¢ »| 2829
banda| 3 o 283 3oN| 338%F or cromo-
afectado g X % ; 8 Csrgmg' afectado g & §_§ R P soma
p10 11 7 p10 10 7
p10 2 2 p11 1 1
1 p11 6 4 21 p11.2 1 1
p31 1 1 2 p12 1 1 17
q41 1 1 q11 2 1
p10 7 4 q24 1 1
p14 9 4 q32 1 1
3 p14 1 1 21 p10 7 4
q10 1 1 p10 1 1
q11 3 2 p11 2 2
p10 11 ) 1 p11 1 1 15
p10 2 2 p12 2 1
7 q11 2 2 16 036 1 1
q21 1 1 q12 1 1
p10 10 4 p10 4 3
p10 2 2 p10 1 1
5 p11 1 1 15 p11 2 2
q11 1 1 p11 1 1
q15 1 1 8 p22 1 1 14
p10 6 7 q11 3 2
p11 2 2 q21.3 1 1
p112 | 1 1 q24.1 1 1
p12 1 1 p10 7 2
12 ql1 1 1 14 p10 1 1
q11 1 1 17 p11 1 1 12
q14 1 1 q11 2 2
921 1 1 q11 1 1
p10 8 4 p10 2 2
p10 1 1 p11 1 1
10 p13 1 1 13 p12 1 1
q11 2 2 8 p14 6 2 12
923 1 1 q13 1 1
p10 6 4 929 1 1
p11 3 2 p10 2 2
16 p12 1 1 13 p10 1 1
q11 2 2 p11 1 1
923 1 1 ° q11 4 3 12
p10 7 4 q12 3 2
p10 1 1 q12 1 1
2 p16 1 1 13 p10 3 2
q11 4 2 p11 1 1
p10 5 2 p21 1 1
» p11 3 3 » X q11 3 3 11
p14 2 2 921 1 1
q10 1 1 q21 1 1
p10 1 1 q26 1 1
p12 2 1 p10 7 2
9 p13 1 1 » p11 3 2
q11 4 2 11 q11 2 2 11
q12 2 2 q12 1 1
q12 1 1 921 1 1
cen 1 1 p10 3 2
p10 4 3 p11 4 2
8 o112 | 1 1 9 12 q11 1 1 "
p12 1 1 q11 1 1
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Tabla 1.25. Frecuencia de roturas por cromosoma en muestras de sangre periférica irradiada. (2da parte)

PACIENTES CONTROLES
3 859X Roturas 3 8821
Cromo-soma |\ § e | g8%s por Cromosoma § 2| g8%s pioctfgfv
afectado 20 £29E cromo- afectado Rl ES o
gL Sz33g ® < 5337% soma
u‘: = E %% soma u‘: = E %%
banda
q22 1 1 q21 1 1
8 424 1 1 9 12 q22 1 1 "
p10 5 3 p10 6 2
6 q14 1 1 8 p11 1 1
q26 2 1 4 p13 1 1 10
p10 4 3 ql1 1 1
p11 1 1 q26 1 1
X q10 1 1 8 p10 3 2
qi1 1 1 p14 1 1
q22 1 1 q10 1 1
p10 2 2 7 q11 1 1 10
p11 1 1 q11.2 1 1
4 q11 1 1 6 q32 2 2
q28 1 1 q32 1 1
q33 1 1 cen 1 1
p10 3 2 p10 3 3
p14 1 1 p10 1 1
! p14 1 1 6 ° p11 2 2 °
q11 1 1 q10 1 1
p10 2 1 g1 1 1
19 p11 1 1 5 p10 4 3
q10 2 1 6 p11 2 1 7
p10 2 2 q10 1 1
18 p11 1 1 4 p10 3 3
q11 1 1 p10 1 1
15 p10 2 1 3 16 p11 1 1 6
p12 1 1 923 1 1
p10 1 1 p10 2 1
14 p12 1 1 2 10 p10 1 1 5
20 p10 1 1 5 q11 1 1
p11 1 1 qt1 1 1
p11.1 1 1 p11.2 1 1
22 p112 | 1 1 2 14 q12 1 1 4
13 g21 1 1 1 923 2 2
p10 2 1
19 p11 1 1 4
q11 1 1
p10 2 2
18 p11 1 1 4
q10 1 1
20 p10 3 2 3
p12 1 1
¥ g2t 1 1 2
15 q14 2 2 2
22 q12 1 1 1
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1.6 INTERCAMBIO DE CROMATIDES HERMANAS

Tabla 1.26. Intercambio de cromatides hermanas en cultivos de pacientes

IRRADIADO NO IRRADIADO
3di Promedios Promedios
. CC.)d.Igo ICH Metafases ICH Metafases
individuo Media (des.est.) Media (des.est.)
P1 750 100 7,50(3,18) 670 100 6,46(2,95)
P2 615 99 6,21(2,56) 500 98 5,74(2,83)
P3 451 79 5,71(2,64) 496 85 6,45(3,02)
P4 369 79 4,67(1,89) 175 63 2,88(2,17)
Totales 2185 357 6,12 (2,82) 1841 346 5,32 (2.91)
Tabla 1.27. Intercambio de cromatides hermanas en cultivos de controles
IRRADIADO NO IRRADIADO
3di Promedios Promedios
(.?Od.lg.o de ICH Metafases ICH Metafases
individuo Media (des.est.) Media (des.est.)
C1 795 100 7,95(3,15) 700 100 7,00 (2,53)
Cc2 581 93 6,25(2,73) 429 929 4,33(2,48)
C3 378 63 6,00(2,57) 416 93 4,47(2,33)
C4 527 88 5,99(2,61) 456 93 4,90(2,35)
Totales 2281 344 6,63(2,92) 2001 385 5,20 (2,65)
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1.7 ASOCIACION DE BANDAS EN CULTIVOS NO IRRADIADOS

Hipotesis del test exacto de Fisher

Ho. La banda X no presenta asociacién a ningun grupo (pacientes o controles) segun frecuencia de
alteraciones (metafases o individuos).

Ha. La banda X presenta asociacion a uno de los dos grupos (pacientes o controles) segun frecuencia de
alteraciones (metafases o individuos).

Tabla 1.28. Bandas con asociacion significativa (u odd’s ratio con intervalo de confianza significativo) al grupo de
pacientes o controles.

_ Pruebas de asociacion

é_ o g PACIENTES CONTROLES por alteraciones por metafases Por individuo
858

TS |37 087

D2 TR a| Lo TR | Lo on , . , . , .

Lo | 8L T38| 828|288 Odd’s ratio test Odd’s ratio test Odd’s ratio test
CSC | S5S| s28| S58| 828 [ntevalod intervalo d intervalo d

025 | 2Se| 825 | gse| g5g | [nenalode | expto | [intervalode | gyacto | [intervalode ) exacto
25E | 88c|28%| §8g |2 2% | confanzal de confianza] do confianza] d6
BES|EI2 5o Fisher Fisher Fisher

2 colas 2 colas 2 colas

4 q22 4 o o kkkk [****, ****] 011253 Kkkk [****‘ ****] 0,1263 Fkkk [****, ****] 0,0286
17  q21 2 1 1 8,49[1,07,67,22] | 0,0218 | 8,21[1,03,65,20] | 0,0226 | 3,00 [0,15,59,89 | 1,0000
9 q12 67 4 41 4 1,58 [1,06,2,38] | 0,0268 | 1,57 [1,03,2,40] | 0,0444 | ** [ ** | 1,0000
1 p21 10 4 1 4,72[1,03,21,61] | 0,0391 | 4,56 (0,99, 20,98] | 0,0405 | *** [*** **] | 0,1429
6 p21 0 0 2 0,00[0,00, ***] | 0,0538 | 0,00 [0,00,*** | 0,0488 | 0,00 [0,00, ***] | 0,4286

1.8 ASOCIACION DE BANDAS EN CULTIVOS IRRADIADOS

Hipotesis del test exacto de Fisher
Ho. La banda X no presenta asociacién a ningun grupo (pacientes o controles) segun frecuencia de
alteraciones (metafases o individuos).
Ha. La banda X presenta asociacion a uno de los dos grupos (pacientes o controles) segun frecuencia de
alteraciones (metafases o individuos).

Tabla 1.29. Bandas con asociacion significativa (u odd’s ratio con intervalo de confianza significativo) al grupo de
pacientes o controles.

Pruebas d iacio

50T PACIENTES CONTROLES fuehas Ce asodaden
S5 3 por alteraciones por metafases Por individuo
§22 | on S
g = g S "l’\f g D v w 3 $ g ) . . , . , .
sem | S8 SS8S8|8c & 2SS Odd’s ratio test 0dd’s ratio test 0dd’s ratio test
s 2 $6 o E 28| 556 E 28 [intervalo de exacto [intervalo de exacto [intervalo de exacto
25E |38E|5c52|38E| 552 confianza] de confianza] de confianza] de
gl Q Lo | Z=° | 55| =2=°
n-§ |EEQ = Fisher Fisher Fisher

2 colas 2 colas 2 colas
12 q13 4 0 0 Kkkk [****1 ****] 0’0378 *kkk [****’ ****] 0’0108 Fkkk [****, ****] 0,0286
17 21 8 2 1 1] 6,34 [0,79,50,81] | 0,0863 | 9,17 [1,14,73,82] | 0,0154 | 3,00[0,15,59,89 | 1,0000
1 p10 20 4 9 4] 1,76 [0,80,391] | 0,1865 | 2,60[1,16,5,82] | 0,0209 | **** [**** **** | 1,0000
5 p10 12 4 4 3| 2,381[0,76,7,41] | 0,1373 | 3,46 [1,10,10,86] | 0,0389 | *** [*** **1 | 1,0000
10 p10 10 4 3 2| 2,64 1[0,72,9,63] | 0,1640 | 3,82 [1,04, 14,05] | 0,0458 | *** [**** *** | 0,4286
9 q34 4 3 0 0 Kkkk [****1 ****] 0‘1354 kkkk [****‘ ****] 0‘0494 Fkkk [****, ****] 0‘1429
6 p213 4 3 0 0 Kkkk [**** ****] 0‘1354 kkkk [**** ****] 0‘0494 Fkkk [****, Fekk ok 0‘1429
1 q22 4 2 0 0 Kkkk [****1 ****] 0’1354 Kkkk [****’ ****] 0’0494 Kkkk [***k’ k***] 0’4286
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1.9 ASOCIACION DE BANDAS EN CULTIVOS DE PACIENTES

Hipotesis del test exacto de Fisher
Ho. La banda X no presenta asociacién a ningun tratamiento (irradiado o no irradiado) segun frecuencia de
alteraciones (metafases o individuos).

Ha. La banda X presenta asociacién a uno de los dos tratamientos (irradiado o no irradiado) segun frecuencia
de alteraciones (metafases o individuos).

Tabla 1.30. Bandas con asociacién significativa (u odd’s ratio con intervalo de confianza significativo) al tratamiento

irradiado o no irradiado en el grupo de pacientes.

50T PACIENTES Pruebas de asociacion

% g *3 IRRADIADO NO IRRADIADO por alteraciones por metafases Por individuo

T = D

Lo = 0

858 | B8 o 232 . test

W= © sl 2| 348¢g sl 21384 , . , . . .

c88 | 28 0SS S=8| 388 Odd’s ratio test Odd’s ratio Odd’s ratio exact

3 =3 2| g8® g 28| 56 g 28 [intervalo de exacto [intervalo de test [intervalo de ode
§8S | 38 E S 2% 38 E SE2% confianza] de confianza] exacto confianza] Fishe

D" g | @ 28 23 Fisher de Fisher r2

2 colas 2 colas colas

3 p14 44 4 21 41207 [1,21,351]| 0,0072 | 3,08 [1,78,533] | 3,4x105 | *** [+ **] | 1,0000
g q34 4 3 0 O *kkk [****, ****] 0,1249 *kkk [****, ****] 0’0351 Fkkk [****, ****] 0,1429
3 q1 1 4 3 O o Kkkk [****1 ****] 011249 Fkkk [****‘ ****] 0,0351 Fkkk [****, ****] 0,1429
5 q14 4 1 O O kkkk [****’ ****] 0’1249 *kkk [****’ ****] 0’0351 dkkk [****’ ****] 1’0000
1 p10 20 4 13 4| 148][0,73,3,00] | 0,2949 | 2,09 [1,02,4,28] 0,0472 | **** [ ¥ | 1,0000
4 qg22 0 0 4 4| 0,00 [0,00,**] | 0,0564 | 0,00 [0,00,***] 0,1367 | 0,00 [0,00, ****] | 0,0286
9 q12 40 4 67 4| 054 [0,36,0,81] | 0,0033 | 0,74 [0,48,1,13] 0,1966 | ****  [** ** | 1,0000
9 p10 3 2 13 4| 0,22 [0,06,0,76] | 0,0106 | 0,29 [0,08, 1,04] 0,0703 | 0,00 [0,00,**] | 0,4286
7 q32 1 1 8 3| 0,12 [0,01,0,94] | 0,0184 | 0,16 [0,02, 1,28] 0,0852 | 0,11 [0,00,2,73] | 0,4857
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ANEXO 2. CARIOTIPOS

CODIGO PACIENTE: P3 CULTIVO NO IRRADIADO METAFASE: 134
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Figura 2.1. Las flechas muestran fragilidades en 1922 y 4g22

CODIGO PACIENTE: P2 CULTIVO NO IRRADIADO METAFASE: 70
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Figura 2.2. Las flechas muestran fragllldades en 6921; 14q31; 17921 y roturas en 425y 12p10
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CODIGO PACIENTE: P1 CULTIVO NO IRRADIADO METAFASE: 67
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Figura 2.3. Las flechas muestran fragilidades en 1p21; 3p14; 9912 y roturas en 6p10 y 7p10

CODIGO PACIENTE: P1 CULTIVO NO IRRADIADO METAFASE: 75
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Figura 2.4. Las flechas muestran fragilidades en 12q13; 12915 y roturas en 17p10 y Xp10
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CODIGO PACIENTE: P2 CULTIVO IRRADIADO METAFASE: 38
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Figura 2.5. Las flechas muestran fragilidad en 9q34 y delecion en 1g22: 46,XX,del(1)(q22)

CODIGO PACIENTE: P4 CULTIVO IRRADIADO METAFASE: 135
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Figura 2.6. La flecha muestra fragilidad en 6p21.3
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CODIGO PACIENTE: P2 CULTIVO IRRADIADO METAFASE: 70
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Figura 2.7. Las flechas muestran fragilidades en 5q14, 5q34, 6q16, 9932 y la translocacion
t(3;7)(q21;921)
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ANEXO 3. GENES DE INTERES
Tabla 3.1. Funcién de genes de reparacion citados

GEN

Funcién de la enzima de reparacién de ADN

PMS2

Involucrado en la reparacion de loops de delecion e insercion y en la reparacion de
emparejamientos erroneos (mismatch) (Jiricny, 2000)

ATR

La quinasa ATR (relacionada a Ataxia telangiectasia y Rad3) es esencial en el
mantenimiento de la integridad gendmica. Activa las respuestas celulares a lesiones en el
ADN como las de radiacion ionizante y mantiene el estado fosforilado de sus sustratos,
también responde a lesiones inducidas por UV, horquillas de replicacion estancadas e
hipoxia. Su sustrato son proteinas como p53, BRCA1, CHK1 y Rad17 que activan
reparacion del ADN, puntos de chequeo del ciclo celular o apoptosis (Abraham, 2001).

MSH2

Involucrado en la reparacion de loops de delecion e inserciéon y en la reparacion de
emparejamientos erroneos (mismatch) (Jiricny, 2000). Miembro del complejo de vigilancia
del genoma BASC que reconoce estructuras anomalas del ADN sirviendo como
sensor de dano (Wang et al., 2000).

MLH1

Involucrado en la reparacion de loops de delecion e inserciéon y en la reparacion de
emparejamientos erroneos (mismatch) (Jiricny, 2000). Miembro del complejo de vigilancia
del genoma BASC que reconoce estructuras anomalas del ADN sirviendo como
sensor de dano (Wang et al., 2000).

Complejo
MRN (Rad50,
Mre11, Nbs1)

Actia como sensor de dafio en el ADN como roturas de doble cadena y horquillas de
replicacion estancadas (Uziel et al., 2003; Robison et al., 2004)

APEX1

Esta endonucleasa apurinica/apirimidinica (AP) rompe el esqueleto fosfodiester en el lado 5’
del sitio AP en el proceso de reparacién por escision de bases (Tell et al., 2005).

PARP

Poli(ADP-ribosa) polimerasa es una proteina abuntante que se une a roturas de cadena
sencilla o doble. Cataliza la formacién del polimero de ADP ribosa en proteinas diana
después de exposicién a agentes de dafio al ADN, luego se disocia del ADN facilitando el
proceso de reparacion. También tiene un rol en el mantenimiento de la estabilidad
genodmica. (Jeggo, 1998; Lindahl et al., 1995).

MTH1

La trifosfatasa de purina nucledsidos oxidados tiene un rol critico en la prevencion de errores
causados por la incorporacion de 8-0xo-dGTP y 2-hidroxi-dATP en el ADN, ya que los
hidroliza (Sakai et al., 2002).

ERCC2
ERCC3

Helicasas del factor de transcripcion TFIIH que separan las cadenas de ADN alrededor del
dafio en el proceso de reparacion por escision de nucleétidos. (Hoeijmakers, 2001)
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Tabla 3.2. Genes de reparacion de ADN presentes en bandas asociadas a EA.

GENYy
localizacion

Funcion de enzimas de reparacion de ADN presentes en regiones
asociaciadas a EA

SMARCAD1
4922

La helicasa SMARCAD1 (hHel1), que podria jugar un rol en el desarrollo de inestabilidad
genomica ya que se observd aumento en su expresion asociado a presencia de rearreglos
(Adra et al., 2000).

BRCA1
17q21

BRCA1 juega un rol en reparacion de roturas (Chen et al., 1998), estabilidad de sitios
fragiles, induccién de puntos de control (chekpoint) por dafio en el DNA y forma parte de un
complejo protéico de supresores de tumores, sensores de dafio en el DNA, y transductores
de sefiales, llamado BASC (BRCA1-associated genome surveillance complex), que puede
ser un sensor de estructuras anormales de ADN o regulador del proceso de reparacion
postreplicativa. (Wang et al., 2000).

SMUGH
12913

SMUG1 codifica para una glicosilasa de DNA que remueve uracilo y derivados
contribuyendo a la reparacion por escision de bases (Masaoka et al., 2003).

MDCT
6p21.3

MDC1 (mediador de punto de control de dafio en el DNA) es hiperfosforilado por ATM en
respuesta a radiacion ionizante y se traslada a foci en el nucleo controlando la formacion del
complejo de reparacion de ADN MRE11, promoviendo la fosforilacion de la histona H2AX
(Goldberg et al., 2003; Stewart et al., 2003).

GTF2H4
6p21.3

GTF2H4 codifica para el polipéptido 4 del factor de transcripcién TFIIH y participa en
transcripcién, reparacion acoplada a transcripcion y reparacién por escision de nucleétidos
(Marinoni et al., 1997).

CSNK2B
6p21.3

CSNK2B codifica la subunidad beta de Caseina quinasa 2 (CK2); esta regula vias
metabolicas de transduccion de sefiales, transcripcion, traduccién y replicacion. Morales y
Carpenter (2004) y Loizou y cols. (2004) encontraron que CK2 regula la proteina de
reparacion por escision de bases (REB) y reparacion de roturas de cadena sencilla XRCC1;
Fritz y Kaina (1999) encontraron que CK2 fosforila la proteina de REB APE/Ref1 bajo estrés
celular y O'Brien y cols. (1999) afirman que CK2 podria regular la actividad BRCA1
fosforildndola. Ademas Keller y cols. (2001) y Keller y Lu (2002) encontraron que CK2
fosforila p53 en respuesta a radiacion UV.

HSPATAy
HSPA1B
6p21.3

HSPA1A y HSPA1B son genes que codifican para proteinas HSP70. Se ha reportado que
las proteinas HSP70 potencian la accion de la proteina de reparacion por escision de bases
APE/Ref1 lo que podria explicar su rol protector contra estrés oxidativo (Kenny et al., 2001;
Mendez et al., 2003), ademas Hunt y cols. (2004) proponen un rol para HSPA1A en el
mantenimiento de estabilidad gendmica bajo condiciones de estrés celular como radiacién
ionizante.

FANCE
6p21.3

FANCE es un gen de reparacion mutado en casos de Anemia de Fanconi. EI complejo
nuclear de anemia de Fanconi, que incluye FANCE es esencial para la proteccion contra
roturas cromosomicas (Pace et al. 2002), la actividad de FANCE se requiere para unir el
complejo a FANCD2, que tiene un rol en la respuesta celular a horquillas de replicacion
estancadas, en la reparacion de roturas de doble cadena asociadas a replicacién (Hussain
etal., 2288?)) y en el mantenimiento de la estabilidad gendmica por unién a BRCA1 (Wilson
etal, .

CDKN1A
6p21.3

Gen importante para el arresto en en ciclo celular en respuesta a dafios por radiacién
gamma, produce la proteina p21 inducida por p53 permitiendo a las células reparar el dafio
en el DNA, por otro lado después de radiacion UV p21 se degrada, lo que es necesario para
que ocurra reparacion por escision de nucleétidos (Fotedar et al., 2004).

MSH3
50144

Gen de reparacién mismatch, que reconoce pequefios loops de inserciones o deleciones
(Marra et al., 1998)

XRCC4
5q14%

Gen de reparacion de roturas de doble cadena por la via de unién de terminaciones no
homéloga (Drouet et al., 2005),

CCNH
5014

CCNH codifica la ciclina H, que forma parte del complejo TFIIH que actua en reparacién por
escision de nucleotidos y reparacion acoplada a transcripcién (de Boer y Hoeijmakers,
2000).

1 La banda 5q14 se present6 asociada a cultivo irradiado (vs no irradiado) en EA.

63




Tabla 3.3. Genes vinculados a EA presentes en bandas asociadas a EA. (primera parte)

GENYy
localizacion

Funcién del gen y/o proteina asociado con EA

SNCA
4922

SNCA codifica la proteina alfa-sinucleina, cuya funcion es integrar sefializacion presinaptica
y trafico de membranas y es un componente de las placas seniles tipicas de EA. (Outeiro y
Lindquist, 2003)

GFAP
1721

Codifica la proteina acida fibrilar glial (GFAP), filaménto intermedio tipo Il especifico para
células de linaje astroglial, que interactda con presenilinas 1y 2. La interaccién de PSEN1 y
GFAP podria ser un enlace entre diferentes estructuras del citoesqueleto dentro de la célula,
ademas PS1 y GFAP se han encontrado expresados en astrocitos que rodean placas
seniles. Por esto, Nielsen y cols. (2002) sugieren que es interesante investigar el papel de
GFAP en neurodegeneracién.

MAPT
17q21

MAPT codifica para la proteina tau, que se encuentra hiperfosforilada en los filamentos
helicoides pareados de los ovillos neurifibrilares. Aunque las mutaciones en este gen
producen demencia frontotemporal, enfermedad de Pick, y palsia progresiva supranuclear y
se ha asociado a Parkinson como gen de susceptibilidad; el hecho de que la mutacién
R406W que se ha encontrado en casos de demencia frontotemporal también cause cuadros
clinicos similares a EA ha hecho sugerir que MAPT deberia considerarse gen candidato
para Alzheimer en familias en que se han descartado mutaciones en los genes conocidos
para EA (Rademakers et al., 2003).

NGFR
1721

NGFR codifica para un receptor de factor de crecimiento nervioso (NGF), que podria estar
involucrado en la formacion de ovillos neurofibrilares en EA (Hu et al., 2002), se cree que
un desorden en el transporte de NGFR es un evento temprano en el proceso de EA, y
puede estar asociado a la degeneracién de neuronas del nucleo basal de Meynert (Salehi et
al., 2000), ademas Zhang y cols. (2003) afirman que NGFR juega un rol en la proteccion de
las neuronas contra la toxicidad del péptido amiloidep (AB). Sin embargo, Perini y cols.
(2002) afirman que las neuronas que expresan NGFR junto con receptores de citoquinas
proinflamatorias son dianas preferenciales de la accion citotoxica del péptido amiloidef en
EA, y Yaary cols. (1997) afirman que la muerte neuronal en EA es mediada en parte por la
interaccién de Ap con NGFR.

LRP1
12913

LRP1 codifica el receptor de a2macroglobulina (A2M) que media la endocitosis y
degradacion de péptido amiloidep (Kounnas et al, 1995). Kang et al. (2000) encontraron
que la expresion de LRP1 era menor en cerebros de pacientes con EA que en controles y
concluyeron que esto contribuia como factor de riesgo impidiendo la eliminacién de péptido
amiloidep soluble

AMIGO2
12913

Ono y cols. (2003) concluyen que su expresion promueve la sobrevivencia dependiente de
despolarizacion de neuronas granulares cerebelares y resaltan que el gen se encuentra en
una zona que registro ligamiento a EA de inicio tardio y sugieren estudios adicionales para
elucidar el mecanismo molecular de esta proteina y las enfermedades causadas por
mutaciones del gen.

TFCP2
12913

TFCP2 codifica el factor de transcripcion de aglobina, Lambert y cols. (2000), Taylor y cols.
(2001) y Luedecking-Zimmer y cols. (2003) reportan que el alelo A de un polimorfismo en
una region no codificante de este gen protege de EA, y su ausencia se asocia con menor
expresion génica en linfocitos de EA en comparacion a controles y sugieren que el gen
podria ser importante en la patogénesis de la enfermedad.

AGER
6p21.3

El gen AGER codifica un receptor de productos de glicosilacién avanzada, que interactua
con el péptido amiloidep(Ap), lo que perturba las funciones y propiedades neuronales,
amplifica las respuestas gliales inflamatorias, eleva el estrés oxidativo y amiloidosis,
incrementa el flujo de AB en la barrera sangre cerebro e induce autoanticuerpos (Lue et al.,
2005). Ademas, Yan y cols. (1996) reportaron que su expresion esta incrementada en EA en
neuronas cercanas a depdsitos de AB vy a ovillos neurofibrilares.
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Tabla 3.3. Genes vinculados a EA presentes en bandas asociadas a EA. (segunda parte)

GENYy
localizacién

Funcién del gen y/o proteina asociado con EA

TNF
6p21.3

TNF codifica el factor de necrosis tumoral. Se ha presentado evidencia controversial de
asociacion con EA de inicio tardio, ya que Collins y cols. (2000) reportaron que esta
citoquina proinflamatoria podria estar involucrada en la patogénesis de EA basandose en
que en las placas seniles hay aumento de estas, ademas las drogas antiinflamatorias
retardan el inicio de la enfermedad y por ultimo encontraron que el haplotipo 2-1-2,
conformado por dos polimorfismos en el promotor del gen y uno en microsatelite de TNF,
asocié significativamente con EA, lo cual sustentaria un proceso inflamatorio en la
patogénesis de EA, sin embargo, Culpan y cols. (2003) encontraron que el haplotipo 2-1-2
no solo no era de riesgo, sino que era protector contra EA contradiciendo los hallazgos
previos.

UBE1C
3p14

El gen UBE1C que codifica la enzima activadora de ubiquitina E1C se asocia con APPBP1
(proteina de union a APP), para activar NEDDS, lo que regula division celular, sefalizacion y
embriogénesis (Bohnsack y Haas, 2003), Chen y cols. (2000) discuten que la disfuncién de
la interaccion de APPBP1 y APP podria ser una causa de la reactivacion de proteinas del
ciclo celular en EA, y que seria interesante determinar si la activacion de NEDDS8 esta
perturbada en EA.

RARG (12q13),
RARA (1721),
RXRB (6p21.3)
y RXRA (9934).

Goodman y Pardee (2003) refieren la presencia de los receptores de &cido retinoico en
regiones cromosomicas con ligamiento a EA de inicio tardio y presentan evidencia de
funcion y transporte de retinoide alteradas en EA para sustentar su hipotesis de patogénesis
de EA.

1 La banda 3p14 se present6 asociada a cultivo irradiado (vs no irradiado) en EA.

65




