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III. DISCUSIÓN

La asociación entre desórdenes genéticos y presencia de ACs justifica el interés en

entender los mecanismos implicados en la formación de las ACs. En este sentido, hemos visto

como se acepta de forma generalizada que las ACs se forman a partir de DSBs no reparadas o

mal reparadas. Sin embargo, no se conocen totalmente los mecanismos involucrados en la

formación de las ACs. Diferentes investigaciones enfatizan el posible efecto modulador de la

estructura de la cromatina en la formación y procesamiento de las ACs. Hay evidencias que

indican que la estructura de la cromatina o la actividad transcripcional pueden afectar el

procesamiento de distintas lesiones en el DNA, tales como las inducidas por la luz

ultravioleta, los aductos químicos o las SSBs y enlaces cruzados inducidos por la radiación

ionizante. No obstante, existe poca información sobre el efecto de la estructura de la

cromatina y la heterogeneidad intragenómica en la formación de las DSBs, su procesamiento

y persistencia.

Con la incorporación de las técnicas de hibridación in situ en la detección de las ACs se

volvió a cuestionar la distribución de los puntos de rotura en el genoma a partir de los cuales

se generan las ACs, ya sea de forma espontánea o inducida. La distribución de las ACs es el

resultado de la inducción inicial y de la reparación de las lesiones en el DNA. Por lo tanto,

factores como la estructura de la cromatina y la arquitectura nuclear, que podrían modular la

inducción inicial y/o la reparación de las lesiones, podrían afectar la distribución de las ACs.

En este sentido, el análisis de la distribución de las ACs entre cromosomas que difieran en

densidad génica puede proporcionarnos una información útil, teniendo en cuenta que la

densidad génica refleja la heterogeneidad de los cromosomas con respecto a la actividad

génica y a la estructura de la cromatina.

La distribución de las ACs se ha analizado mayoritariamente después de la exposición a

radiación ionizante; sin embargo, es en el caso de la acción de los agentes químicos cuando la

compactación de la cromatina y, por lo tanto, la diferente accesibilidad al DNA, puede afectar

más a la distribución de las ACs. En este sentido, en el primer estudio planteado en esta tesis

doctoral se ha comparado la distribución de las ACs después de la exposición a un agente

químico, la bleomicina, entre los cromosomas 1 y 4, dos cromosomas que difieren en

densidad génica, mediante la técnica de pintado cromosómico por FISH. En este estudio se

realizó una FISH bicolor hibridando simultáneamente los cromosomas 1 y 4 con sondas
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marcadas con biotina y digoxigenina, de forma que el cromosoma 1 se visualizó en verde y el

cromosoma 4 en rojo después del proceso de detección. El estudio se realizó en linfocitos

humanos de sangre periférica cultivados durante 48 horas y tratados durante las primeras 18

horas con diferentes concentraciones de bleomicina. Adicionalmente, se analizó el efecto del

arabinósido de citosina (ara-C) sobre la reparación de las lesiones inducidas por la

bleomicina. Para ello se establecieron cultivos paralelos tratados conjuntamente con

bleomicina y ara-C.

El efecto clastogénico de la bleomicina se detectó en todas las concentraciones ensayadas,

independientemente del cromosoma analizado, observándose una relación lineal entre la

frecuencia de ACs y la concentración de bleomicina. Este resultado concuerda con los

descritos previamente por otros autores (Dresp et al., 1978; Sognier et al., 1982; Kligerman et

al., 1992; Ellard et al., 1995). Ambos cromosomas presentan la misma sensibilidad al efecto

clastogénico de la bleomicina. Así, el número mínimo de roturas detectado en los

cromosomas 1 y 4, a partir de las ACs observadas en ambos cromosomas, corresponde a lo

esperado en función de su contenido de DNA.

La bleomicina se considera como un agente radiomimético debido a su capacidad de

inducir daño en el DNA por liberación de radicales libres. No obstante, los mecanismos de

acción de las radiaciones ionizantes y la bleomicina muestran diferencias substanciales (ver

López-Larraza et al., 1990). Varios estudios sugieren que la sensibilidad del DNA a la

bleomicina está influenciada por la composición de bases del DNA (Takeshita et al., 1978) y

la estructura de la fibra de cromatina (Vig y Lewis, 1978). En este sentido, se ha descrito que

las regiones internucleosomales y los genes en transcripción son más sensibles a la acción de

la bleomicina que el DNA nucleosomal o los genes inactivos (Kuo y Hsu, 1979; Kuo, 1981;

Beckman et al., 1987). Por otra parte, López-Larraza y Bianchi obtienen que la sensibilidad

del DNA a la bleomicina y la eficiencia de reparación están inversamente correlacionadas con

el grado de compactación de la cromatina (López-Larraza y Bianchi, 1993). Así pues, a

medida que aumenta la compactación de la cromatina, decrece la sensibilidad del DNA a la

bleomicina y la capacidad de reparación, siendo el balance final una mayor incidencia de

DSBs en el DNA de las células con mayor condensación de la cromatina. Sin embargo,

nosotros no hemos detectado el efecto de la estructura de la cromatina al analizar, en

metafase, las ACs que afectan a dos cromosomas con diferente densidad génica. El efecto de

la bleomicina había sido previamente analizado en linfocitos humanos, utilizando la técnica
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del pintado cromosómico multicolor, hibridando simultáneamente los cromosomas 1, 2 y 3

(Ellard et al., 1995). En este estudio, se obtuvo una mayor implicación del cromosoma 1

respecto a los cromosomas 2 y 3.

El efecto potenciador del ara-C ha sido difícil de determinar, debido al retraso del ciclo

celular que se produce después del tratamiento conjunto con bleomicina y ara-C, con respecto

al tratamiento sólo con bleomicina. Sin embargo, sí que se ha podido observar claramente un

diferente comportamiento de los dos cromosomas después del tratamiento conjunto. En este

caso, el cromosoma 1 presentó una frecuencia de ACs mayor a la esperada y el cromosoma 4

una frecuencia menor, en función de su contenido de DNA. En cambio, no se observaron

diferencias entre los dos cromosomas al tratar únicamente con ara-C. Este resultado puede

explicarse teniendo en cuenta la implicación de un proceso dependiente y otro independiente

de la reparación por escisión en la inducción de ACs por parte del ara-C (Kishi y Sekizawa,

1993). Así pues, al tratar únicamente con ara-C, detectamos principalmente su efecto

clastogénico, independiente de la reparación por escisión, mientras que, al tratar

conjuntamente con bleomicina y ara-C, detectamos tanto el efecto clastogénico como el efecto

inhibidor. Por lo tanto, el hecho de que al tratar sólo con ara-C no detectemos diferencias, que

sí detectamos al tratar conjuntamente con bleomicina y ara-C, está indicando que las

diferencias se deben al efecto inhibidor del ara-C.

En el cromosoma 1, el efecto inhibidor del ara-C fue mayor que en el cromosoma 4,

resultado que sugiere un nivel de reparación por escisión superior en el cromosoma con

mayor densidad génica, ya que para que se manifieste el efecto inhibidor del ara-C es

necesario que se inicie el proceso de reparación por escisión. Esta observación coincide con la

descrita previamente por Surrallés y colaboradores con el EMS (Surrallés et al., 1997). El

mayor efecto inhibidor del ara-C en los cromosomas con mayor densidad génica, podría ser

consecuencia de la reparación preferencial de las regiones activas transcripcionalmente. En

este sentido, y como ya se ha indicado anteriormente, existen evidencias de que la estructura

de la cromatina o la actividad transcripcional puede afectar el procesamiento de las lesiones

inducidas por la radiación ultravioleta (Bohr et al., 1985; Mullenders et al., 1987), de los

aductos químicos (Hanawalt, 1991), o de los enlaces cruzados y SSBs inducidos por la

radiación ionizante (Chiu et al., 1982).
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La reparación preferencial de las regiones transcripcionalmente activas se ha determinado

principalmente en el caso de la NER, describiéndose varios niveles, incluyendo la reparación

acoplada a la transcripción. Por otra parte, son las lesiones reparadas por NER las

principalmente afectadas por el ara-C, lo que se debe a la inhibición por parte del ara-C de las

DNAs polimerasas dependientes de hueco grande. En cuanto a las lesiones inducidas por la

bleomicina, aunque se reparan principalmente por vía de hueco pequeño, también se pueden

reparar por vía de hueco grande y, por lo tanto, su reparación puede inhibirse durante el

tratamiento con ara-C (DiGiuseppe y Dresler, 1989). Además, el efecto potenciador del ara-C

se ha relacionado con diferentes tipos de lesiones inducidas por la bleomicina, tales como

bases dañadas o SSBs (Preston, 1980; Holmerg y Gumauskas, 1986; Natarajan et al., 1986).

Por lo tanto, el efecto del ara-C asociado a la densidad génica de los cromosomas podría

indicarnos la existencia de reparación preferencial, al menos de las lesiones cuya reparación

es inhibida por el ara-C, mientras que por otra parte, podría significar la participación de otras

lesiones, además de las DSBs, en la formación de las ACs.

Este resultado podría llevar a pensar que hubieramos tenido que detectar también una

mayor frecuencia de ACs en el cromosoma 1 al tratar sólo con bleomicina, si consideramos

que las lesiones cuya reparación es inhibida por el ara-C contribuyen a la formación de las

ACs. Sin embargo, como ya se ha indicado anteriormente, no hemos detectado diferencias

entre ambos cromosomas. Por lo tanto, en condiciones normales sin saturación de la

reparación, estas lesiones contribuirán poco a la formación de las ACs. Por otra parte, la

reparación preferencial en el cromosoma 1 no quiere decir que las lesiones no se reparen en el

cromosoma 4, sino que su reparación es más lenta, de forma que en caso de actuar el ara-C y

generarse una DSBs, la probabilidad de interaccionar con otra DSBs en el tiempo y en el

espacio es menor, lo que explicaría el menor efecto del ara-C en este cromosoma.

La densidad génica también podría afectar la persistencia de las ACs y, por lo tanto, la

distribución cromosómica. Así, se ha sugerido que los cromosomas con mayor densidad

génica pueden presentar una menor frecuencia de ACs como consecuencia de la letalidad

causada por el truncamiento de genes (Natarajan et al., 1996a). Las translocaciones son

consideradas aberraciones estables y, por lo tanto, se han propuesto como biomarcadores en

los estudios retrospectivos. Sin embargo, algunos estudios sugieren que las translocaciones

pueden no ser tan estables como en un principio se pensaba, ya que las roturas involucradas

podrían causar letalidad celular debido al truncamiento de genes (Spruill et al., 1996; Tucker
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et al., 1997). Teniendo en cuenta este planteamiento, la densidad génica de los cromosomas

involucrados podría modular no sólo la inducción sino también la persistencia de las

translocaciones. Con el fin de contrastar esta hipótesis, en un segundo estudio se comparó la

persistencia de las ACs inducidas por la radiación ionizante en cromosomas con alta y baja

densidad génica, mediante la técnica del pintado cromosómico. El estudio se realizó in vitro

en la línea linfoblastoide TK6 después de ser irradiada con 3 Gy de rayos γ. En el estudio se

analizaron las ACs que implicaban a los cromosomas 1, 4, 18 y 19, los dos cromosomas más

grandes (1, 4) y los dos más pequeños (18, 19) que más difieren en densidad génica, con el fin

de analizar simultáneamente el efecto del tamaño y de la densidad génica. El seguimiento de

las ACs se realizó a los 1, 3, 7, 14, 28, 42 y 56 días después de la irradiación, en el caso de los

cromosomas 1 y 4, y en el caso de los cromosomas 18 y 19, a los 1, 3, 7, 14 y 56 días después

de la irradiación. Al igual que en el estudio anterior, se utilizaron sondas marcadas

indirectamente, realizándose la hibridación por parejas.

En este estudio al comparar la inducción de ACs un día después de la irradiación tampoco

se detectaron diferencias entre los cuatro cromosomas analizados. La frecuencia de ACs

inducidas fue proporcional al tamaño de los cromosomas. En cuanto su persistencia, los

intercambios complejos, dicéntricos y fragmentos fueron muy inestables, desapareciendo

durante la primera semana después del tratamiento. Este rápido descenso en la frecuencia de

dicéntricos y fragmentos era esperado teniendo en cuenta el comportamiento citogenético

inestable de las aberraciones asimétricas. La frecuencia de translocaciones también decreció

con el tiempo, siguiendo un declive exponencial. Sin embargo, en torno a un 30% de las

translocaciones iniciales se mantuvo estable durante el periodo analizado, independientemente

de la longitud o tamaño de los cromosomas. La estabilidad de las translocaciones se alcanzó

al perderse las aberraciones inestables, de forma que el descenso de las translocaciones puede

deberse a la presencia de otras aberraciones inestables en las mismas células. Por lo tanto, es

difícil extrapolar los resultados a dosis bajas de exposición en las cuales la presencia de

aberraciones múltiples y complejas debería reducirse y, por lo tanto, la persistencia de las

translocaciones debería ser mayor en términos porcentuales. Por otra parte, el rápido descenso

de las translocaciones durante la primera semana después de la irradiación limita la valoración

del papel de la densidad génica en la estabilidad de las translocaciones a largo término. Sin

embargo, se puede concluir que la densidad génica no afecta la persistencia del 30% de las

translocaciones que perduran.
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Las translocaciones simples, tanto las recíprocas como las no recíprocas, fueron más

persistentes que las translocaciones que forman parte de intercambios complejos, las cuales

presentaron un declive similar al obtenido con las aberraciones asimétricas. Por lo tanto, la

presencia de translocaciones complejas contribuye al declive inicial detectado. En este

sentido, hay que tener en cuenta que una parte de las translocaciones clasificadas como

simples pueden formar parte, en realidad, de intercambios complejos (Simpson y Savage,

1995). Las translocaciones recíprocas y no recíprocas presentaron una cinética similar. Sin

embargo, se ha de considerar que una parte de las translocaciones recíprocas pueden ser

clasificadas como translocaciones no recíprocas, debido al límite de detección inherente a las

técnicas de FISH (Boei y Natarajan, 1998; Boei et al., 1998).

A priori, teóricamente la densidad génica podría ser un factor limitante de la persistencia

de las translocaciones. Sin embargo, los resultados obtenidos en esta tesis no confirman esta

hipótesis. En este sentido, se podría pensar que sólo entre un 5-10 % del genoma corresponde

a DNA codificante, de forma que detectar el efecto de la densidad génica, aunque existiera,

sería difícil bajo las condiciones experimentales seguidas. No obstante, la disrupción de un

gen puede producirse tanto a nivel de intrón como de exón, siendo el resultado final un gen no

funcional en ambos casos. Por lo tanto, si estimamos en 60.000 el número de genes humanos

y un tamaño medio del gen de 15-20 Kb (Fields et al., 1994), obtendremos que entre un 35-40

% DNA corresponde a genes. Este porcentaje se ha de considerar a nivel global del genoma,

ya que se tiene que tener en cuenta la heterogeneidad detectada en la distribución de los

genes, de forma que lo que es cierto para el genoma no tiene porque serlo al considerar

cromosomas individuales. De hecho, a partir de los datos publicados con la mitad de los genes

estimados localizados (Deloukas et al., 1998), podemos considerar que entre un 56-74% del

cromosoma 19 está ocupado por genes. Estos valores son extrapolaciones que pueden ser

cuestionados; no obstante, lo único que se pretende es reflejar que la inducción de roturas en

un porcentaje importante del genoma puede afectar algún gen y que este porcentaje de DNA

varía entre los cromosomas, obteniéndose diferencias de más del doble si comparamos los

cromosomas 18 y 19, de forma que, teóricamente, sería posible detectar el efecto de la

densidad génica en la distribución de las ACs. En cuanto al número de genes que constituye el

genoma humano, actualmente se cuestionan las primeras estimas que daban valores

comprendidos entre 60.000 y 100.000 (Fields et al., 1994). Sin embargo, los resultados

obtenidos son opuestos. Así, en determinados estudios se obtiene que el número de genes es

inferior al considerado inicialmente, estimándose entre 28.000-35.000 genes (Crollius et al.,
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2000), mientras que en otros estudios se obtiene que el genoma humano contiene

aproximadamente 120.000 genes (Liang et al., 2000). Con relación a nuestro estudio, también

hay que considerar que no todos los genes son esenciales para la supervivencia celular. Por

otra parte, el efecto deletéreo de las ACs podría no limitarse al truncamiento físico de los

genes. En este sentido, deberían considerarse efectos de posición debidos a la disrupción de

los dominios de la cromatina o de los puntos de unión a la matriz nuclear, de forma que

podría verse afectada la expresión génica. Además se ha descrito que, durante el proceso de

reparación de las roturas, se pueden producir deleciones de unas 8 Kb, de forma que una

rotura próxima a una región codificante puede implicar también la disrupción de genes y la

pérdida de material importante para la supervivencia celular (Lutze et al., 1993).

En todo caso, el efecto final es que la densidad génica, al menos a dosis altas de radiación,

no afecta la persistencia de las translocaciones y, por lo tanto, bajo estas condiciones parece

que la densidad génica no es un factor a tener en cuenta en los estudios retrospectivos a la

hora de seleccionar los cromosomas a partir de los cuales estimar la frecuencia genómica de

translocaciones.

Los resultados obtenidos en el experimento anterior fueron contrastados con los obtenidos

en un estudio realizado in vivo después de bajas dosis de exposición. En este caso, el estudio

se llevó a cabo con pacientes de cáncer de tiroides. Estos pacientes proporcionan una

posibilidad de estudiar in vivo la inducción y persistencia de las ACs después de la exposición

a dosis relativamente bajas de yodo radiactivo (I131), permitiéndonos contrastar la distribución

de las ACs entre los cromosomas analizados aplicando la técnica del pintado cromosómico.

Con este objetivo se realizó el seguimiento citogenético en un grupo de 10 mujeres con cáncer

de tiroides, de edades comprendidas entre 12 y 49 años, que habían recibido una actividad

media de 3,96±0,30 GBq (rango 3,70-4,44 GBq) de I131 después de la tiroidectomía, con el fin

de eliminar los restos tiroideos. De cada paciente se obtuvieron muestras de sangre antes del

tratamiento y 1 semana, 1 año y 3,5 años (41-47 meses) después de la administración del I131.

En este estudio se analizó la frecuencia de ACs que involucran a los cromosomas 1, 4 y 10.

Para ello se realizó una FISH multicolor hibridando simultáneamente los tres cromosomas, de

forma que el cromosoma 1 se detectó en verde, el cromosoma 4 en rojo y el cromosoma 10 en

naranja (figura 10). En este caso, se incorporó al estudio el análisis del cromosoma 10 por la

implicación preferencial que se le atribuye a este cromosoma, a dosis bajas de radiación

ionizante, en un estudio realizado en un grupo de niños de Gomel 10 años después del
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accidente de Chernobyl (Scarpato et al., 1997). Además, se sabe que el cromosoma 10

contiene varios genes involucrados en la iniciación y progresión de los tumores tiroideos

(Bongarzone et al., 1994; Zedenius et al., 1996).

Figura 10. Visión al microscopio de fluorescencia de dos metafases después de realizar la
FISH multicolor hibridando simultáneamente los cromosomas 1, 4, y 10. Con el filtro de
triple banda, el cromosoma 1 se visualiza en verde, el cromosoma 4 en rojo, el
cromosoma 10 en naranja y el resto de cromosomas contrateñidos con DAPI en azul. A)
Metafase con translocación no recíproca entre el cromosoma 4 y uno de los cromosomas
no hibridados; B) Metafase con un cromosoma dicéntrico y el correspondiente
fragmento acéntrico bicolor que afecta al cromosoma 10 y uno de los cromosomas no
hibridados.

Al analizar los resultados obtuvimos que el tratamiento con I131 incrementa la frecuencia

de ACs en linfocitos de sangre periférica de los pacientes tratados, como era de esperar a

partir de los resultados obtenidos en estudios previos, incluidos los realizados por nuestro

grupo (Livingston et al., 1993; Baugnet-Mahieu et al., 1994; Catena et al., 1994; Gundy et

al., 1996; Wuttke et al., 1996; M’Kacher et al., 1996; 1997; 1998; Gutiérrez et al., 1997;

1999; Ramírez et al., 1997). Así, una semana después del tratamiento, el número mínimo de

roturas aumentó unas 3,4 veces respecto al nivel control, incremento al que contribuyeron

tanto las translocaciones, como los dicéntricos y los fragmentos acéntricos. En cuanto a la

persistencia de las ACs, se observó un diferente comportamiento entre translocaciones y

dicéntricos. La frecuencia de translocaciones se mantuvo estable durante el periodo de tiempo

analizado, mientras que la frecuencia de dicéntricos sufrió un descenso durante el primer año

después del tratamiento para mantenerse estable en el último periodo analizado. En el caso de

los fragmentos acéntricos, se observó una gran variabilidad interindividual que no permite

extraer conclusiones al respecto.

A) B)
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Comparando estos resultados con los obtenidos in vitro en el estudio anterior, se sigue

observando la mayor estabilidad de las translocaciones en comparación con los dicéntricos,

como era de esperar teniendo en cuenta la naturaleza de estos dos tipos de ACs. En este caso

la persistencia de los dicéntricos viene condicionada por el tiempo de vida de los linfocitos en

sangre periférica. Los resultados obtenidos son consistentes con la existencia de dos

subpoblaciones de linfocitos T, una de vida corta y otra de vida larga. Por otra parte, la baja

dosis de exposición a la que son sometidos los pacientes contribuye a la mayor estabilidad de

las translocaciones en términos porcentuales en comparación a la estabilidad obtenida en el

estudio in vitro. En este estudio se ha estimado una dosis de 0.5 Gy una semana después del

tratamiento, utilizando la relación dosis-efecto obtenida in vitro para el I131 por M’Kacher y

colaboradores (M’Kacher et al., 1996)

Cuando se analizaron los resultados para cada uno de los tres cromosomas estudiados, en

general los tres cromosomas mostraron el mismo comportamiento en términos de inducción y

persistencia. En todos los tiempos analizados, los valores observados de translocaciones,

dicéntricos, exceso de fragmentos o número mínimo de roturas, para cada uno de los tres

cromosomas estudiados, corresponden a los esperados en función de su contenido de DNA.

Por lo tanto, este estudio corrobora in vivo los resultados obtenidos previamente in vitro para

el cromosoma 1 y 4, pero no confirma la mayor radiosensibilidad atribuida al cromosoma 10

in vivo por Scarpato y colaboradores (Scarpato et al., 1997). Sin embargo, ambos estudios no

son del todo comparables, ya que los resultados observados con los niños de Gomel se basan

en la frecuencia de translocaciones obtenidas a partir de los cromosomas 1, 3 y 10 después de

10 años del accidente de Chernobyl. Además, en este estudio las diferencias debidas al

cromosoma 10 se detectaron después de comparar la frecuencia de translocaciones que

implican a los cromosomas 1, 3 y 10 en el grupo de niños de Gomel respecto a la frecuencia

de translocaciones que afectan a estos tres cromosomas en un grupo de niños de Italia. En

consecuencia, los resultados obtenidos pueden estar afectados por factores medioambientales

relacionados con el estilo de vida o la dieta. Las condiciones de exposición también son

diferentes, tratándose en el caso de los niños de Gomel de una exposición crónica a una fuente

de radiación altamente heterogénea.

La frecuencia de ACs en el cromosoma 10 también ha sido analizada en algunos estudios

in vitro. De hecho, Scarpato y colaboradores han analizado recientemente la frecuencia de

intercambios que implican a los cromosomas 1, 3 y 10 en linfocitos humanos expuestos in
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vitro a dosis bajas de rayos X (Scarpato et al., 2000). En estas condiciones, también han

encontrado una mayor implicación del cromosoma 10, por lo que respecta a la frecuencia de

intercambios, en comparación con los cromosomas 1 y 3. A una dosis mayor, Knerh y

colaboradores también detectaron una mayor implicación de este cromosoma pero, en este

caso, sólo a nivel de dicéntricos (Knerh et al., 1994, 1996). Sin embargo, en este cromosoma

no se detectaron diferencias significativas al aumentar el número de cromosomas analizados

(Barquinero et al., 1998; Cigarrán et al., 1999). Además, al considerar en conjunto los

resultados obtenidos en diferentes estudios, realizados tanto por técnicas de bandas como por

chromosome painting, no se observan diferencias respecto a los valores esperados para el

cromosoma 10 (Johnson et al., 1999)

Hasta ahora, en los estudios anteriores se ha evaluado el papel de la estructura de la

cromatina indirectamente, analizando la distribución de las ACs en cromosomas con diferente

longitud y densidad génica. Para ello, se han realizado estudios in vitro después de un

tratamiento químico, como el tratamiento con bleomicina, o después de la exposición a

radiación ionizante in vivo e in vitro. En ninguno de los tres estudios se ha detectado el efecto

de la estructura de la cromatina al analizar la distribución de las ACs en metafase en los

diferentes cromosomas analizados. Sin embargo, respecto a los cromosomas 1 y 4, los

resultados descritos en la bibliografía, sobre la distribución de las ACs, son contradictorios.

Así, en determinados estudios se ha encontrado mayor frecuencia de ACs implicando al

cromosoma 4 con respecto al cromosoma 1 (Granath et al., 1996; Boei et al., 1997; Hoffmann

et al., 1999), principalmente debido a una mayor frecuencia de translocaciones; mientras que,

en otros estudios no se detectan diferencias entre ambos cromosomas (Tucker et al., 1993;

Kovacs et al., 1994; Matsuoka et al., 1994; Luomahaara et al., 1999). Las causas de las

diferencias entre los resultados de los estudios no se conocen. Sin embargo, aparte de las

diferentes condiciones de exposición, inevitables entre estudios, hay que tener en cuenta las

posibles diferencias en la susceptibilidad de los donantes, determinadas por factores genéticos

o medioambientales. Además, otros factores como el número de metafases analizadas o la

presencia de aberraciones clonales también podrían contribuir a las discrepancias obtenidas

entre estudios.

La mayoría de los estudios citogenéticos se realizan en metafase; sin embargo, en este caso

se pierde toda la información referente a la inducción inicial y al procesamiento de las

lesiones hasta formar las ACs visibles en metafase. Además, el retraso del ciclo celular de las
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células más dañadas hace que llegue a metafase la fracción de células menos dañadas

(Hittelman y Rao, 1974). Estas limitaciones se pueden resolver parcialmente con la técnica

PCC, al permitir visualizar los cromosomas en interfase. Así, utilizando esta técnica es

posible, por lo tanto, obtener información sobre la inducción inicial y el procesamiento de las

lesiones, sin la perturbación del proceso asociado a la progresión del ciclo celular y la muerte

celular en interfase. Por otra parte, la mayor diferencia en cuanto a la estructura de la

cromatina interfásica la podemos encontrar entre la eucromatina y heterocromatina. En este

sentido, el cariotipo del hámster chino presenta regiones eucromáticas y heterocromáticas

grandes bien definidas (Schmid y Leppert, 1969). En concreto, en los cromosomas sexuales se

diferencian fácilmente los distintos tipos de cromatina. Así, los brazos largos de ambos

cromosomas X (Xq) y el cromosoma Y son regiones de heterocromatina constitutiva,

mientras que el brazo corto (Xp) del cromosoma X activo representa una región eucromática

y el brazo corto del cromosoma X inactivo una región de heterocromatina facultativa. Por lo

tanto, los cromosomas sexuales de hámster chino nos ofrecen otra posibilidad de estudiar el

papel de la estructura de la cromatina en la formación de las ACs. Teniendo en cuenta estas

consideraciones, en el siguiente estudio se planteó el análisis de la inducción, procesamiento y

persistencia del daño inducido por la radiación ionizante en los cromosomas sexuales de

hámster chino, en este caso, realizando el estudio tanto en interfase como en metafase.

En primer lugar se analizaron las roturas inducidas por 4 Gy de rayos X inmediatamente y

4 horas después de la irradiación. El análisis se centró en la región eucromática (Xp) y

heterocromática (Xq) aplicando la técnica PCC en combinación con FISH, utilizando sondas

específicas de brazo (figura 11) o a nivel del todo el genoma mediante la tinción con Giemsa.

El estudio, realizado en células de bazo de hembras de hámster chino, se extendió a 34 horas

después de la irradiación, realizando la correspondiente evaluación en metafase mediante

FISH específico de brazo (figura 12). Al analizar la inducción inicial se detectó una

distribución no proporcional de las roturas entre los dos brazos del cromosoma X, con una

frecuencia de número mínimo de roturas significativamente superior en el brazo

heterocromático (Xq). En cuanto el exceso de elementos cromosomales estimados para el

genoma, a partir de los obtenidos para el cromosoma X por PCC-FISH, fue superior al

obtenido por PCC-Giemsa para todo el genoma, indicando una distribución no aleatoria de los

puntos de rotura entre los cromosomas de hámster chino. Por lo tanto, los resultados

sugirieron una mayor implicación del cromosoma X y, aunque ambos brazos contribuyen a

esta mayor implicación, las mayores diferencias se obtuvieron a nivel del brazo
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constitutivamente heterocromático. Por otra parte, la mayor contribución del brazo corto

respecto al resto del genoma puede deberse al brazo corto del cromosoma X inactivo,

constituido por heterocromatina facultativa.

Figura 11. Visión al microscopio de fluorescencia de la PCC realizada después de
irradiar células de bazo de hembras de hámster chino con 4 Gy de rayos X. A) Visión
con el filtro de DAPI. Las PCCs se observan como cromosomas elongados constituidos
por una única cromátida entremezclados con los cromosomas metafásicos de las células
inductoras. B) Visión de las PCCs en combinación con FISH específica de brazo,
observándose los brazos cortos de ambos cromosomas X en rojo y los brazos largos en
verde. Se observan 3 fragmentos correspondientes al brazo heterocromático del
cromosoma X que representan 3 roturas en este brazo.

Figura 12. Visión al microscopio de fluorescencia de metafases de células de bazo de
hembras de hámster chino 34 horas después de ser irradiadas con 4 Gy de rayos X y
realizar la FISH específica de brazo. La FISH específica de brazo permite detectar las
ACs que implican a cada brazo del cromosoma X por separado, así como las
reorganizaciones interbrazo. A) Metafase en la que podemos distinguir una
translocación recíproca que implica al brazo heterocromático del cromosoma X. B) y C)
Metafase en la que podemos observar una inversión pericentromérica, una
translocación y un dicéntrico, visión con el filtro de triple banda y el filtro de DAPI
respectivamente. La sonda del brazo heterocromático produce hibridación cruzada con
el cromosoma 6, de forma que la hibridación con este cromosoma no se ha de tener en
cuenta al contabilizar las ACs.

A) B) C)

A) B)
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La frecuencia de roturas en Xq fue mayor a la esperada en los tres tiempos analizados,

además no se observaron diferencias respecto al procesamiento de las roturas inducidas

inicialmente en el DNA entre ambos brazos. Sólo el 32,5 % de las roturas observadas

inicialmente se detectaron en metafase; sin embargo, durante las primeras cuatro horas, sólo

una pequeña fracción de las roturas en el cromosoma X fue restituida. El declive en la

frecuencia de elementos cromosómicos ha sido interpretado en términos de dinámica de

reparación. En este sentido, los resultados sugieren una reparación relativamente ineficiente

de las DSBs en el cromosoma X. Sin embargo, la misma tendencia se observó en ambos

brazos del cromosoma X, por lo tanto, bajo nuestras condiciones experimentales, la estructura

de la cromatina no parece jugar un papel importante en el procesamiento de las roturas

inducidas por la radiación.

Cuando se distinguió entre fragmentos e intercambios se obtuvo que las diferencias entre

ambos brazos del cromosoma X, en los tres tiempos analizados, se debían a los fragmentos y

no a los intercambios. Así, mientras que no se observaron diferencias estadísticamente

significativas a nivel de intercambios, sí que se observaron a nivel de fragmentos; diferencias

que se presentaron desde el primer tiempo analizado y se mantuvieron a las 34 horas después

de la exposición, en metafase. Adicionalmente, la dinámica de reparación de las roturas

cromosómicas y el procesamiento en ACs implica la disminución de la proporción de

fragmentos respecto la de intercambios con el tiempo después de la exposición. El

procesamiento de las roturas puede estar modulado por el llamado efecto de proximidad

(revisión en Sachs et al., 1997). Se ha de tener en cuenta que para que se pueda formar un

intercambio no sólo se han de inducir las roturas en el DNA, sino que éstas han de coincidir

en el tiempo y en el espacio. La probabilidad de intercambio decrece a medida que aumenta la

distancia entre las DSBs en el momento de su formación. En este sentido, la proporción de

intracambios respecto de intercambios debería verse favorecida. Los intercambios

intracromosómicos interbrazo fueron 3,8 veces más frecuentes que los intercambios

intercromosómicos en el cromosoma X de hámster chino, lo que demuestra el papel de los

territorios cromosómicos y el efecto de proximidad en el procesamiento de las roturas

cromosómicas. Utilizando FISH específica de brazo esta relación se ha determinado a partir

del cromosoma 1 en linfocitos humanos expuestos en G0 a 2,5 Gy de rayos X; en estas

condiciones, se obtuvo una relación 8,6 veces superior a la esperada, teniendo en cuenta la

frecuencia de intercambios observados (Natarajan et al., 1996c).
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En nuestro estudio hemos detectado una mayor implicación del brazo heterocromático

debido, principalmente, a la presencia de fragmentos, resultado que coincide con lo descrito

previamente en otros estudios llevados a cabo en metafase (Grigorova et al., 1998; Xiao et al.,

1999). De hecho, la mayor frecuencia de roturas en la región heterocromática, a consecuencia

de la mayor frecuencia de fragmentos, se manifiesta inmediatamente después del proceso de

PCC. Durante la fusión y condensación prematura de los cromosomas, se produce

inevitablemente la reparación de parte de las lesiones; sin embargo, la mayor frecuencia de

roturas en la región heterocromática no puede atribuirse a una menor reparación durante el

proceso de formación de las PCCs, ya que las diferencias se dan a nivel de fragmentos pero

no de intercambios y, además, durante el resto del periodo analizado no se observan

diferencias en el procesamiento de las DSBs. Así pues, los resultados sugieren que la mayor

implicación de la región heterocromática en las ACs inducidas por la radiación puede ser

causada por una mayor radiosensibilidad de la heterocromatina, más que por reparación

diferencial de las DSBs entre las regiones eucromáticas y heterocromáticas. Por otra parte, la

mayor radiosensibilidad que hemos detectado podría explicarse por la presencia en el brazo

heterocromático de la constricción secundaria Xq21, sitio frágil, que además es rico en islas

CpG e histona H4 acetilada, lo que sugiere la presencia de un grupo de genes activos en esta

banda (Surrallés et al., 1998). Sin embargo, en los machos de hámster chino también

detectamos una mayor implicación de las regiones heterocromáticas a nivel del cromosoma

Y, de forma que la presencia de esta banda no parece cuestionar la mayor implicación de las

regiones heterocromáticas en la formación de las ACs inducidas por la radiación ionizante.

Los resultados obtenidos en este y otros estudios con la técnica del pintado cromosómico

no se corresponden con los obtenidos utilizando las técnicas de bandas. Así, al utilizar la

técnica de bandas G en la detección de los puntos de rotura a lo largo de los cromosomas, se

obtiene que las roturas se localizan preferentemente en las bandas G claras, correspondientes

a las regiones eucromáticas transcripcionalmente activas. En estos estudios, la mayor

implicación de las regiones eucromáticas se considera que se debe a que las regiones

heterocromáticas se rompen y se reparan menos que las eucromáticas, debido a la menor

accesibilidad tanto de los agentes clastogénicos como de las enzimas de reparación (Folle et

al., 1998; Slijepcevic y Natarajan, 1994a,b). Sin embargo, la asignación de los puntos de

roturas en las bandas G claras en el caso de los intercambios de tipo cromosómico puede ser

producto de un artefacto óptico (Savage, 1977). De hecho, cuando se compara la asignación

obtenida con la técnica de bandas G con la obtenida con la técnica de bandas R, se obtiene
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también mayor asignación en las bandas claras, a pesar de presentar el patrón de bandas

inverso, de forma que la técnica de tinción influye en la asignación de la rotura. Además, no

hay que olvidar la dificultad añadida en la detección de los intercambios al utilizar las técnicas

de bandas. Por otra parte, al utilizar otras técnicas se han obtenido resultados diferentes por lo

que respecta a la distribución de las roturas y la eficiencia de reparación. Así, utilizando la

técnica de desnaturalización alcalina y Southern blotting se ha detectado una mayor

sensibilidad a la radiación ionizante en las regiones codificantes, tanto transcripcionalmente

activas (oncogen myc) como inactivas (gen de la beta-globina), en comparación con la región

centromérica α-satélite del cromosoma 17 o el bulk DNA en la línea celular MCF-7

(derivadas de cáncer de mama). Sin embargo, la cinética de reparación de las roturas de

cadena fue aproximadamente la misma en las diferentes regiones estudiadas (Bunch et al.,

1995). Tampoco se ha detectado reparación preferencial de las roturas de cadena inducidas

por la radiación ionizante en células CHO, al comparar la reparación en un gen activo, como

el gen dihidrofolato reductasa, en relación con el resto del genoma (Ljungman, 1999). En

cuanto a la distribución de las roturas, en estudios mediante geles de electroforesis de campo

pulsado se ha detectado una distribución no al azar de las roturas inducidas por la radiación

ionizante a lo largo de la longitud del DNA; sin embargo, las diferencias se observaron

principalmente en el caso de las radiaciones de alta LET (Löbrich et al., 1996; Newman et al.,

1997). También se ha descrito que la descondensación de la cromatina no modifica ni la

inducción ni la reparación del DNA dañado por la radiación ionizante en células CHO (Yasui

et al., 1987).

En contrapartida a los resultados descritos anteriormente, en general, las regiones

heterocromáticas presentan mayor frecuencia de ACs (Rupa et al., 1997a, b; Johson et al.,

1999). Las razones de la posible mayor sensibilidad de las regiones heterocromáticas no se

conocen, aunque se han sugerido diferentes posibilidades (Rupa et al., 1997a). De hecho, en

un principio se sugirió que la heterocromatina podría tener un papel de protección de cara a

los clastógenos químicos, al localizarse en la periferia nuclear (Hsu, 1975). Mas

recientemente, en relación con la carcinogénesis de los compuestos de níquel, se ha sugerido

que las lesiones inducidas en el DNA por los radicales libres pueden ser incrementadas por la

presencia de la histona H1, proteína que se localiza en mayor concentración en las regiones

heterocromáticas (Huang et al., 1995). Por lo tanto, diferencias en la estructura proteica entre

la heterocromatina y la eucromatina podrían ser las responsables de la mayor sensibilidad de

las regiones heterocromáticas.
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En esta tesis doctoral también se ha analizado el efecto de la estructura de la cromatina

(heterocromatina / eucromatina) sobre la persistencia de las ACs inducidas por la radiación

ionizante. Este estudio se efectuó con células de bazo de machos de hámster chino, en las que

se realizó el seguimiento de las ACs a las 30, 56 y 96 horas después de la irradiación con 4

Gy de rayos X (figura 13). En este estudio, también se analizaron los cromosomas sexuales.

En el primer tiempo analizado, se volvió a detectar una mayor frecuencia de ACs en las

regiones heterocromáticas (Xq e Y) confirmando, por consiguiente, los resultados obtenidos

en hembras. En cuanto a la persistencia, la frecuencia de intercambios que implican a regiones

heterocromáticas declinó ligeramente más rápido que la frecuencia de intercambios que

implican a la región eucromática. Este aparente mayor declive de las regiones

heterocromáticas podría ser atribuible a la distribución de las ACs por célula y/o a la fracción

de aberraciones potencialmente estables. De hecho, el porcentaje de aberraciones

potencialmente estables (translocaciones, inversiones e inserciones) fue mayor en la región

eucromática (Xp) que en las regiones heterocromáticas (Xq y Y). Sin embargo, al analizar la

distribución de las ACs no se observaron diferencias, aunque sólo se consideraron las ACs en

las regiones analizadas.

Figura 13. Visión al microscopio de fluorescencia de metafases de machos de hámster
chino después de la irradiación con 4 Gy de rayos X y realizar la FISH específica de
brazo. A) Metafase normal por lo que respecta a los cromosomas sexuales. La sonda del
brazo largo del cromosoma X hibrida con el cromosoma Y. El brazo corto del
cromosoma Y se detecta en verde y el brazo largo en una tonalidad más clara. B)
Metafase en la que se distingue una translocación no recíproca que implica al brazo
largo del cromosoma Y. C) Metafase con una translocación recíproca que afecta al
brazo corto del cromosoma Y.

A) B) C)
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El efecto de la estructura de la cromatina sobre la persistencia de las ACs no fue detectado

en la línea linfoblastoide TK6, al analizar la persistencia de las translocaciones entre

cromosomas con diferente densidad génica. Sin embargo, si detectamos cierto efecto de la

estructura de la cromatina al comparar la persistencia de las ACs directamente entre una

región heterocromática y otra eucromática. Por otra parte, la inestabilidad de las ACs que

afectan a las regiones heterocromáticas explicaría los resultados negativos obtenidos al

utilizar como biomarcador las roturas en la región 1q12 para analizar el efecto del I131 en las

células de descamación de la mucosa bucal de pacientes con cáncer de tiroides e

hipertiroidismo (Ramírez et al., 1999). La baja persistencia de las ACs inducidas en la región

1q12 podría ser la responsable de los resultados negativos, teniendo en cuenta que el efecto

del I131 se detectó en muestras replicadas al utilizar como biomarcador las anomalías en la

región 17cen-p53 (Ramírez et al., 2000). Ambas regiones comprenden aproximadamente el

mismo porcentaje del genoma, diferenciándose en la estructura de la cromatina, por lo tanto,

estas regiones permiten comparar en humanos una región de heterocromatina constitutiva con

una región principalmente eucromática de tamaño similar.

Para complementar el estudio, se decidió analizar el papel de la estructura de la cromatina

en la inducción y persistencia de las ACs en células humanas, comparando la implicación de

la banda heterocromática 1q12 y la región 17cen-p53. El seguimiento de las ACs se realizó en

la línea linfoblastoide TK6, al cabo de 1, 3, 7, 14 y 56 días después de la exposición. La

detección de las ACs en cada una de las dos regiones se realizó por separado en muestras

replicadas. El estudio de las roturas en la región 1q12 se realizó mediante el marcado en

tándem de la región centromérica del cromosoma 1 y de la región 1q12, utilizando la técnica

conocida con el nombre de tandem labeling (Eastmond et al., 1994); mientras que las

alteraciones que implican a la región 17cen-p53 se detectaron hibridando simultáneamente

con dos sondas, una que hibridaba con la región centromérica del cromosoma 17, detectada en

verde, y otra que hibridaba con el locus del gen de la p53, detectada en rojo (figura 14). Los

resultados en ambas regiones se compararon con los obtenidos previamente en el cromosoma

1, como representante de los otros tres cromosomas analizados.
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Figura 14. Visión al microscopio de fluorescencia de metafases de la línea linfoblastoide
TK6 después de ser irradiada con 3 Gy de rayos γ. A) y B)Visión después de realizar la
FISH con el marcado en tándem de la región centromérica del cromosoma 1(verde) y la
región heterocromática 1q12 (rojo): A) Visión de una metafase normal para esta región;
B) Metafase con translocación recíproca que implica a la región heterocromática 1q12.
C) y D) Visión después de realizar la FISH marcando simultáneamente el centrómero
del cromosoma 17 (verde) y el locus del gen de la proteína p53 (rojo): C) Visión de una
metafase normal para esta región; D) Metafase en la que se puede distinguir una
translocación con punto de rotura en la región 17cen-p53.

A)

C) D)

B)
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En este estudio, sin embargo, en contra de lo que se podía esperar a partir de los resultados

obtenidos en las células de bazo de hámster chino, no se detectaron diferencias

estadísticamente significativas respecto al número mínimo de roturas entre la banda 1q12 y la

región 17cen-p53. Tampoco se observaron diferencias al comparar las roturas detectadas en

estas regiones con las roturas obtenidas a nivel del cromosoma 1. Por lo tanto, al menos en las

condiciones experimentales de este estudio, la radiación ionizante tuvo similar efecto sobre

las tres regiones estudiadas y, en consecuencia, no parece que la estructura de la cromatina

tenga efecto sobre la distribución de las ACs. En este caso, el estudio se llevó a cabo en

metafase, de forma que no podemos determinar si esta igualdad se debe a la inducción inicial

de DSBs y/o a su procesamiento. Este resultado está aparentemente en desacuerdo con

estudios previos realizados utilizando técnicas de bandas y de FISH, en los que se ha

detectado una mayor presencia de ACs en las regiones heterocromáticas y/o en los telómeros

(Johnson et al., 1999). En particular, la heterocromatina pericentromérica se ha considerado

especialmente sensible a la acción de agentes clastogénicos tanto físicos como químicos

(Brøgger, 1977; Sabatier et al., 1989; Eastmond y Pinkel, 1990; Aurias, 1993; Eastmond et

al., 1994; Rupa et al., 1995, 1997). Por otra parte, hay que tener en cuenta que el presente

estudio se ha realizado en una línea celular en continuo crecimiento de forma que, en el

momento de la irradiación, las células se pueden encontrar en cualquiera de las fases del ciclo

celular. Considerando las posibles diferencias en la estructura de la cromatina y en la

actividad transcripcional entre las diferentes fases del ciclo celular, se podría explicar las

diferencias observadas en la distribución de las ACs entre los distintos estudios. Así pues, éste

podría ser el motivo de las discrepancias si se tiene en cuenta que la mayoría de estudios

efectuados en linfocitos humanos se realizan en la fase G0 del ciclo celular. Sin embargo, se

tendría que comprobar experimentalmente si la fase del ciclo celular afecta a la inducción y/o

al procesamiento de las lesiones en la región heterocromática y/o en las regiones

eucromáticas.

Por lo que respecta a la persistencia de las translocaciones, tanto las que implican a la

región heterocromática (1q12) como las que afectan a la región eucromática (17cen-p53),

alcanzan un nivel basal entre los 7-14 días después de la irradiación. Sin embargo, durante el

primer periodo sí que se observa una cierta diferencia entre ambas regiones; así, mientras que

en el caso de la heterocromatina el declive es pronunciado desde el primer momento, en el

caso de la región eucromática el declive inicial es similar al obtenido para el cromosoma 1. En

el caso de la región heterocromática, un ciclo después de la irradiación se ha perdido el 60,8
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% de las translocaciones que afectan a esta región frente al 28,6 % en el caso de la región

eucromática 17cen-p53. Durante este primer periodo se produce un gran descenso en la

frecuencia de las ACs en general y, por lo tanto, parte de las translocaciones se pueden perder

como consecuencia de la presencia de otras aberraciones inestables presentes en la célula. Sin

embargo, el rápido declive inicial, en el caso de la región heterocromática, puede estar

indicando que, en este caso, no sólo se pierden por la presencia de otras aberraciones

inestables sino también por la inestabilidad intrínseca de la propia translocación.

El rápido descenso en la frecuencia de translocaciones en la región 1q12, un ciclo después

de la exposición, confirmaría la falta de efecto del I131 al utilizar este biomarcador en el

análisis de las células de mucosa bucal en los pacientes con cáncer de tiroides e

hipertiroidismo (Ramírez et al., 1999). Las muestras de mucosa bucal se toman unos 27 días

después de la exposición, tiempo necesario para que las células afectadas emigren de la capa

basal del epitelio a la superficie. Las células de descamación de la mucosa bucal proceden de

células basales que han sufrido entre 1 y 2 divisiones. La elevada inestabilidad de las

translocaciones que afectan a la banda 1q12 podría tener implicaciones al utilizar esta banda

como biomarcador de daño cromosómico en estudios de biomonitorización.

En cuanto a la persistencia a largo plazo, su análisis, como ya ocurrió anteriormente al

analizar el comportamiento de los diferentes cromosomas, se ve dificultado por el descenso

inicial de las translocaciones; sin embargo, en este caso, la dificultad es mayor debido al

tamaño pequeño de la región que se analiza. A pesar de ello, en general, tanto en este estudio

como en el anterior, en células de bazo de machos de hámster chino, se puede apreciar una

tendencia de las ACs que afectan a las regiones heterocromáticas a ser más inestables,

aunque, se necesitan más estudios para poder confirmar esta tendencia. De hecho, no hay

estudios realizados que permitan contrastar nuestros resultados. Sólo se ha analizado la

persistencia de las ACs que implican a la región 1q12 en la línea celular AZH-1, después de la

exposición a diepoxibutano y mitomicina C, durante un periodo de 20 días (Murg et al.,

1999). En este estudio, al final del periodo analizado tan sólo persiste el 6% del daño inicial.

Respecto a la inestabilidad de las ACs que afectan a las regiones heterocromáticas se

podría esperar el efecto contrario, teniendo en cuenta que las regiones heterocromáticas

representan, en principio, DNA inactivo. En este sentido, podría esperarse que las roturas en

estas regiones no fueran seleccionadas en contra al no afectar la supervivencia celular. Sin
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embargo, nosotros observamos la tendencia contraria. Esta tendencia podría relacionarse con

el efecto de posición descrito en Drosophila y otras especies, incluso en mamíferos, el cual se

caracteriza por el silenciamiento de genes próximos a las regiones de heterocromatina. Por lo

tanto, la extensión de la heterocromatina a partir de la yuxtaposición heterocromatina/

eucromatina en las regiones translocadas podría implicar el silenciamiento de genes

fundamentales para la célula y, como resultado, provocar la muerte celular. Este efecto, sin

embargo, no se ha detectado en segmentos de heterocromatina que se han translocado en las

proximidades del cromosoma X inactivo en células somáticas humanas (Surrallés y Natarajan,

1998). En cambio, el efecto de silenciamiento se ha detectado por proximidad a las secuencias

teloméricas en células eucariotas (Gottschling et al., 1990). Por otra parte, también se ha

descrito inestabilidad cromosómica provocada por la presencia de roturas en las regiones

heterocromáticas (Smith et al., 1998). Este fenómeno podría afectar la distribución de las ACs

en las células, de forma que las células con roturas en la región heterocromática tuvieran

mayor tendencia a presentar otras alteraciones que las células con ACs en otras regiones, de

forma que el declive en la frecuencia de translocaciones en la región heterocromática se deba

a la presencia simultánea de otras aberraciones inestables en la misma célula.

Por último, en este estudio nos ha llamado la atención la alta frecuencia de translocaciones

recíprocas, junto con la prácticamente ausencia de fragmentos acéntricos en la región 1q12,

respecto a las otras regiones estudiadas. Pensando en posibles diferencias a nivel fusigénico

de los extremos de las DSBs inducidas por la radiación ionizante, se determinaron los

extremos pegados y no pegados a partir del patrón observado para cada ACs detectada. Se

consideraron las roturas en las regiones analizadas de forma que cada rotura genera dos

extremos. Al determinar los extremos pegados y no pegados se obtuvo que sólo el 15 % de los

extremos en la región 1q12 se encuentran no pegados, mientras que, en el caso del

cromosoma 1 y la región 17cen-p53 el porcentaje aumenta hasta aproximadamente el 46 %.

En el caso de las ACs que implican a la región 17cen-p53 al marcar sólo la región

centromérica y la del locus p53, en determinados patrones observados no es posible

determinar si se trata de una translocación recíproca o no recíproca, en cuyo caso, estas

translocaciones no se consideran para determinar el porcentaje de extremos pegados. En este

caso concreto, de 19 translocaciones aparentemente simples, en 5 de ellas no fue posible

determinar si se trataba de una translocación recíproca o no recíproca. Sin embargo, las

diferencias parecen claras, observándose aparentemente un mayor potencial fusigénico de los

extremos que implican a la región heterocromática.
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Considerando que la banda 1q12 está formada por secuencias de DNA satélite altamente

repetitivo, el mayor potencial fusigénico de esta banda podría deberse a una mayor capacidad

de reparación de las DSBs en estas regiones. Sin embargo, en el caso de la NEHJ no se

precisan grandes regiones de homología y, además, en el estudio anterior en células de bazo

de hámster chino no hemos detectado diferencias en la cinética de reparación de las DSBs

entre el brazo heterocromático y el brazo eucromático. Estas consideraciones cuestionan la

mayor capacidad fusigénica de las regiones heterocromáticas, en general. Entre la banda

heterocromática 1q12 y los brazos heterocromáticos de los cromosomas sexuales de hámster

chino podemos observar diferencias aparte del tamaño. De hecho, muchas regiones

heterocromáticas en hámster chino se caracterizan por la falta de DNA altamente repetitivo

(ver Sumner, 1998). Por lo tanto, podría presentarse diferente comportamiento entre ambos

tipos de regiones heterocromáticas. También podría pensarse que el diferente potencial

fusigénico detectado pueda deberse a la incorrecta discriminación de los patrones

incompletos, de forma que los intercambios terminales se clasifiquen como intercambios

incompletos (Wu et al., 1998; Deng y Lucas, 1999; Boei et al., 2000). Los intercambios

terminales se producen cuando una de las roturas implicadas está muy próxima al telómero

del cromosoma, de manera que la parte distal no puede ser detectada. Sin embargo, este

problema debería manifestarse tanto al analizar las roturas que implican a la banda 1q12 como

al analizar las roturas en todo el cromosoma 1.

Analizando en conjunto los resultados, podemos determinar que la estructura de la

cromatina puede afectar la inducción, la reparación y/o la persistencia de las ACs. Así, el

efecto de la estructura de la cromatina sobre la inducción la detectamos al comparar el daño

entre regiones de heterocromatina constitutiva y regiones eucromáticas después de irradiar

con rayos X células de bazo de hámster chino. Sin embargo, este efecto no lo detectamos

entre la banda 1q12 y la región 17cen-p53 en la línea linfoblastoide TK6. Por otra parte, en

ambos estudios se observa una mayor inestabilidad de las ACs que implican a las regiones de

heterocromátina constitutiva. En cuanto a la reparación, la estructura de la cromatina no

parece afectar la reparación de las DSBs. Sin embargo, la densidad génica si puede afectar la

reparación de determinado tipo de lesiones. La formación de las ACs puede estar afectada por

la arquitectura nuclear y la estructura de la cromatina, si bien en este último caso, la relación

entre densidad génica y estructura de la cromatina no refleja diferencias en la distribución de

las ACs entre cromosomas que difieren en densidad génica.
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IV. CONCLUSIONES

A partir de los experimentos llevados a cabo en esta Tesis Doctoral, habiendo empleado las

técnicas de citogenética molecular descritas y bajo las condiciones experimentales seguidas,

se pueden extraer las siguientes conclusiones:

1. La densidad génica y la longitud de los cromosomas no afectan la distribución de las ACs

en metafase ni la persistencia de las translocaciones a largo término. Por lo tanto, la

densidad génica y la longitud cromosómica no son factores a tener en cuenta a la hora de

seleccionar los cromosomas a partir de los cuales estimar la frecuencia de ACs en estudios

retrospectivos.

2. Existen diferencias intercromosómicas en la capacidad de reparación por escisión.

3. En la formación de las ACs pueden participar otras lesiones, además de las DSBs.

4.  El efecto de proximidad en el procesamiento de las DSBs demuestra el papel de los

territorios cromosómicos en la formación de las ACs.

5. La estructura de la cromatina (heterocromatina/eucromatina) afecta la inducción pero no el

procesamiento de las DBSs en células de bazo de hámster chino irradiadas en G0. En

cuanto a la persistencia de las ACs se observa una tendencia a una menor persistencia de

las ACs que implican a regiones heterocromáticas.

6. La elevada inestabilidad de las translocaciones que afectan a la banda 1q12 puede tener

implicaciones al utilizar las roturas en esta banda como un biomarcador de daño

cromosómico en los estudios de biomonitorización.

7. La banda 1q12 presenta mayor capacidad fusigénica que otras regiones del genoma.
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