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EVAlUACI6N DEL DANO Y LA REPARACl6N DE lESIONES
EN El ADN INDUCIDAS POR ETOPOSIDO EN CElULAS DE FIBROSARCOMA

MEDIANTE El ENSAYO DEL COMETA

ARROYO,J. C, SICARD, D., GROOT, H.
Laboratorio de Genetica Humana, Universidad de los Andes, Bogota,
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E!estudio de las sustancias genoroxicas cada dta toma un papel mas importante en la vida diaria.
Numerosas sustancias genotoxicas pueden producir muraciones en el genoma, que pueden
generar procesos neoplasicos que conllevan a la forrnacion de cancer. En este trabajo se presenra
la estandarizaci6n de un micro-metodo para ta realizaci6n de ensayos genotoxicos en eultivos
celulares, utilizando celulas de fibrosarcoma (HT1 080) cuitivadas en cajas de eultivo microelisa.
En e! proceso de estandarizaci6n, Inicialmente se realizaron recuentos para encontrar un numero
de celulas apropiado para los ensayos. Posteriormente las celulas fueron expuestas a diferentes
concentraciones de la droga antineoplasica etop6sido para evaluar la citoroxicidad de esra sus-
rancia sobre las celulas. Por ultimo se evalu6 mediante €I ensayo del cometa, e! dana en el ADN
de celulas HT1 080 expuestas a etoposide en una concentracion de 50mglml. y la reparaci6n de
dichos dartos en intervalos de tiernpo de 1hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas y 8horas. Como control
negative se utilizaron celulas HT 1080 no expuestas a la droga antineoplasica. En los recuentos
celulares se obtuvo un promedio de 185.000 celulas par poze en la caja microelisa, contenidas
en 100 ml de medic de cultivo. La prueba de citotoxicidad demostr6 que a una concentracion de
50mglml de la droga, las celulas presenten un dana apreciable con un nivel de mortandad menor
de 20% de celulas. En €I ensayo del corneta, despues de exponer las celulas a la droga, se observ6
un dana en el ADN significativamente maor a] compararlo con €I control. La reparacion del ADN
se observ6 par el decrecimiento en la migraci6n de ADN en los tiempos sucesivos ala exposicion.
Con esre ensayo se pudo comprobar la eficacia del metoda estandarlzado y la capacidad de las
celulas HT1 080 para reparar daRos producidos par los agentes genot6xicos como el etop6sido.
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Para determinar y caracterizar la poblaci6n con anomal(as craneofaciales de los neonatos del
Instituto Materna Infantil se recolectaron los datos de los pacientes durante el periodo com-
prendido entre marzo de 2000 y agosto de 2001. Se analiza ron separadamente las hendiduras
faciales, c1asificadas en dos grupos, hendiduras aisladas unicas 0 con otras anomalras no
relacionadas y anomal.as congenitas multiples. Se ana!izaron bajo los siguientes parametros:
nacidos 0 remitidos al IMI, estrato, procedencia, factores de riesgo obstetrico general yespe-
cffico, sexo, edad gestacional, correlaci6n de peso y edad gestacional, diagn6sticos, patologla
neonatal, cariotipo y condici6n al egreso. De un total de 52 pacientes, 67% (35) presentaron
hendiduras faciales, de estos, 57% (20) ten(an anomalias multiples, el resto, 15 casos ten Ian
anomal(a aislada y 80% de ellos la presen-taban como alteraci6n unica. Del total de pacientes
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con hendidura 40% fallecieron y de estos 71% la causa estaba relacionada con la presencia de
anomalfa congenira. Las hendiduras faciales representan un componente frecuente de las ano-
malfas c-aneofaciates y son un grupo etiol6gicamente hetereogeneo que originan importante
mortalidad neonatal. Por esta raz6n para su manejo y determinacion del pronostico debe
tenerse en cuenta su caracterizaci6n etiologica.

Psorophoro columbiae: ESTRUCTURA GENETICA ANALIZADA MEDIANTE PERFILES
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EI anal isis de rres poblaciones de mosquitos del genera Psorophora fueron analizadas para los
loci isoenzimaticos MDH, PGM, IDH, LAP, a-GDH, ME, HK, PGI, MPI, 6PGD Y AATy para las
secuencias obtenidas con los cebadores CP-P1AjCP-P1 B con la tecnica SSCP. Dos de las po-
blaciones analizadas correspond en a areas de la distribuci6n central de la especie en Colombia
(Tolima y Meta), mientras que la otra poblaci6n se hall a enclevada en e! norte de Colombia,
concreramence en el Departamento de Cordoba. Originalmeme esas poblaciones se clasifica-
ron como pertenecientes a Psorophora con{innis. Sin embargo, algunos autores, posteriormente,
especularon con la posibilidad de que en Colombia existieran especies crtpticas de este genero
y que en la zona central del pars realmente la especie que exisriera fuera P. cofumbiae y en la cos-
ta norte del pais fuera P. toitecum. Estas dos especies se encuentran formando parches dis-
continuos en diferentes areas de Estados Unidos y de Centroamerica. En e! presente estudio
dererminamos los estadtsticos F jerarquizados de Wright y observamos que el nivel de hete-
rogeneidad geneuca (FST=0.067) aunque significative es relativamenre pequefio. Igualmente,
las disrancia genetica de Nei, al igual que orras mostr6 una valor muy pequefio de las mismas,
10 cual sugiere CJueno exisren diferencias especificas entre las poblaciones del centro del pats
con las de la costa Norte de Colombia. La capacidad discriminativa de cada locus dependi6
del mismo y de la distancia empleada, ya fuera correlaci6n 0 Euc!fdea. Un anal isis de esca-
las multidimensionales no lineal mostro CJue los alelos que tuvieron un compor'tamiento mas
distante de los restantes alelos estudiados fueron LAP-B, ME-C, MDH-C, ICDH-A, a-GDH
y PGI-A. EI test de Lewontin-Krakauer no detect6 selecci6n diferencial para el conjunto de loci
estudiados. Ciertos marcadores mostraron autocorrelaci6n espacial significativa, aun cuando
globalmente el test de Slatkin (1993) rechaz6 el aislamiento por distancia global. Un anal isis
de regresl6n multiple mostr6 CJue la heterocigocidad esta fuertel1lente relacionada de for-
ma positiva con la altura (47.41%-69.27%), con la temperatura (75.S1-76.39%) e inversamente
con la densidad de la poblacion humana (95.96-98.70%). EI anal isis SSCP, revel6 que la pobla-
cion del norte de Colombia se asemejaba profundadamente a las poblaciones de P. columbiae
en Estados Unidos. Por 10 tanto se descarta que esas poblaciones pertenezcan a P. toltecum.
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