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ARTICULO ORIGINAL

Citometria de flujo en reticulocitos de sangre periférica
como indicador de inestabilidad cromosdmica en pacientes
con gliomas de alto grado
Lina Marcela Barrera', Ledn Dario Ortiz'2, Hugo Grisales®, Mauricio Rojas®*, Mauricio Camargo’

' Grupo de Genética, Regeneracion y Cancer (GRC), Instituto de Biologia, Universidad de Antioquia, Medellin,
Colombia

2 Instituto de Cancerologia-Clinica Las Américas, Medellin, Colombia

3 Grupo de Investigacion Demografia y Salud, Facultad Nacional de Salud Publica, Universidad de Antioquia,
Medellin, Colombia

4 Unidad de Citometria de Flujo y Grupo de Inmunologia Celular e Inmunogenética (GICIG), Facultad de Medicina,
Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia

Introduccion. La cuantificacion de la inestabilidad cromosémica es un parametro importante para
evaluar la genotoxicidad y la radiosensibilidad. Las técnicas convencionales requieren cultivos celulares
o laboriosos analisis microscépicos de cromosomas o nucleos. La citometria de flujo en reticulocitos
ha surgido como una alternativa para los estudios in vivo, ya que reduce los tiempos de analisis e
incrementa hasta en 20 veces el nimero de células analizables.

Objetivos. Estandarizar los parametros de citometria de flujo requeridos para seleccionar y cuantificar
reticulocitos micronucleados (RET-MN) a partir de muestras de sangre periférica, y cuantificar
la frecuencia de esta subpoblacién anormal como medida de inestabilidad citogenética en sendas
poblaciones de voluntarios sanos (n=25) y pacientes (n=25) recién diagnosticados con gliomas de alto
grado antes de iniciar el tratamiento.

Materiales y métodos. Las células sanguineas se marcaron con anti-CD71-PE para reticulocitos, anti-
CD61-FITC para la exclusién de plaquetas y yoduro de propidio para detectar el ADN en reticulocitos.
La fraccién celular MN-RETCP7* se selecciond y se cuantific con un citometro de flujo automatico.
Resultados. Se describié detalladamente la estandarizacion de los parametros citométricos, con
énfasis en la seleccién y la cuantificacién de la subpoblacién celular MN-RETCP7'*. Se establecieron
los niveles basales de MN-RETCP"™* en la poblaciéon de control y en los pacientes se encontré un
incremento de 5,2 veces antes de iniciar el tratamiento (p<0,05).

Conclusion. Los resultados evidenciaron la utilidad de la citometria de flujo acoplada a la marcacion
de las células RETP"™* como método eficiente para cuantificar la inestabilidad cromosémica in vivo. Se
sugieren posibles razones del incremento de microndcleos en células RETP7'* de pacientes con gliomas.

Palabras clave: citometria de flujo; reticulocitos; inestabilidad cromosdmica; glioma; pruebas de
micronucleos.
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Flow cytometry in peripheral blood reticulocytes as a marker of chromosome instability in high-
grade glioma patients

Introduction: The quantification of chromosomal instability is an important parameter to assess
genotoxicity and radiosensitivity. Most conventional techniques require cell cultures or laborious
microscopic analyses of chromosomes or nuclei. However, a flow cytometry that selects the reticulocytes
has been developed as an alternative for in vivo studies, which expedites the analytical procedures and
increases up to 20 times the number of target cells to be analyzed.

Objectives: To standardize the flow cytometry parameters for selecting and quantifying the
micronucleated reticulocytes®”'* (MN-RET) from freshly drawn peripheral blood and to quantify the
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frequency of this abnormal cell subpopulation as a measure of cytogenetic instability in populations of
healthy volunteers (n =25), and patients (n=25), recently diagnosed with high-grade gliomas before the
onset of treatment.

Materials and methods: Blood cells were methanol-fixed and labeled with anti-CD-71-PE for
reticulocytes, antiCD-61-FITC for platelet exclusion, and propidium iodide for DNA detection in
reticulocytes. The MN-RETC7'* cell fraction was selected and quantified with an automatic flow cytometer.
Results: The standardization of cytometry parameters was described in detail, emphasizing the selection
and quantification of the MN-RET®P”'* cellular fraction. The micronuclei basal level was established in
healthy controls. In patients, a 5.2-fold increase before the onset of treatment was observed (p <0.05).
Conclusion: The data showed the usefulness of flow cytometry coupled with anti-CD-71-PE and anti-
CD-61-FITC labeling in circulating reticulocytes as an efficient and high resolution method to quantify
chromosome instability in vivo. Finally, possible reasons for the higher average of micronuclei in

Biomédica 2018;38:379-87

RETCP7* cells from untreated high-grade glioma patients were discussed.

Key words: Flow cytometry; reticulocytes; chromosome instability; glioma; micronucleus tests.
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La cuantificacion de la inestabilidad cromos6mica
es un parametro importante para estimar la radio-
sensibilidad y evaluar la genotoxicidad relacio-
nada con la exposicién terapéutica, ocupacional,
ambiental o accidental. Los métodos convencio-
nales emplean la visualizacién microscépica de
dafios cromosémicos o nucleares, sin precultivo
celular o con él, como es el caso del ensayo
clasico de alteraciones cromosémicas en linfoci-
tos en divisidn, o el de microndcleos en linfocitos
binucleados (1-5). Su amplio uso y su validez son
incuestionables, pero demandan laboriosos analisis
visuales de, por lo menos, un centenar de mitosis
o dos mil células interfasicas por muestra, lo cual
dificulta la rapida obtencion de resultados. De ahi
que la automatizacién o el empleo de la citometria
de flujo constituyan alternativas para acortar los
tiempos de andlisis (3,6,7), y aumentar el poder
estadistico, incrementando hasta en 20 veces el
nuamero de células analizables por muestra, como
se evidencia en el presente reporte.

Los eritroblastos son una poblacion celular mit6ti-
camente activa, precursora de eritropoyesis, con
nicho en la médula 6sea, cuyos nulcleos se expul-
san pocas horas después de la ultima mitosis. De
alli se generan células enucleadas denominadas
eritrocitos inmaduros o reticulocitos. Estas células
recién producidas en la médula 6sea fueron el
blanco de observacion para la prueba original in
vivo de micronucleos en extendidos de médula
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Osea de ratones estandarizado por Schmid (8,9).
En humanos, los reticulocitos constituyen una
fraccién minoritaria de los eritrocitos circulantes, lo
cual dificulta su empleo en esta prueba mediante
microscopia. La citometria de flujo, en cambio, faci-
lita su deteccion mediante la marcacion diferencial
de los reticulocitos con el anticuerpo anti-CD-71,
el cual detecta la transferrina, que es la proteina
encargada de transportar el hierro y es especifica
para esta poblacién. El tamafio de los reticulocitos
es similar al de las plaquetas, las cuales se pueden
diferenciar, filtrar y descartar, empleando anti-CD-61
y citometria de flujo (10).

Por el otro lado, la evaluacion de la genotoxici-
dad a nivel cromosémico en linfocitos de sangre
periférica, se ha hecho tradicionalmente en cultivos
celulares con presencia de un mitégeno, en tanto
que el ensayo de micronucleos basado en los
reticulocitos, no tiene este requisito; ademas, una
vez estandarizada la metodologia, las células
obtenidas no necesitan el precultivo y pueden pro-
cesarse de inmediato siguiendo procedimientos
minimos (3). Este es un método practico y expedito
para evaluar in vivo la inestabilidad cromosémica
constitutiva o del dafo gendmico inducido, en
personas expuestas a genotdxicos potenciales
por razones terapéuticas, ocupacionales, ambien-
tales o accidentales. Eventualmente, también se
podria utilizar para evaluar la radiosensibilidad en
pacientes que deban someterse a radioterapia.

El presente estudio se disefid con el fin de estan-
darizar y adaptar la metodologia propuesta por
Dertinger, et al. (11), para cuantificar microndcleos
en células RET®P"'* mediante citometria de flujo
de tres canales, establecer el nimero basal de
reticulocitos micronucleados en una poblacion
de voluntarios sanos, y cuantificar la frecuencia in
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vivo de micronucleos en sangre periférica, en una
poblacion de pacientes con gliomas de alto grado,
como forma de medir la inestabilidad citogenética
antes del tratamiento.

Materiales y métodos
Reactivos

Se emplearon metanol absoluto (Merck, USA,
15680090), heparina sbdica (Grand Pharma),
solucion de sales de Hank (HBSS-H1387), RNAsa
(R5000) y el yoduro de propidio (P4170) de Sigma
(St Louis, MO, USA), asi como los anticuerpos
humanos anti-CD71 (clon T56/14) y anti-CD61
(clon F11) de Invitrogen™ (Camarillo, CA, USA).

Poblacion de estudio

Se incluyeron 50 voluntarios en el estudio: 25
personas sanas que fueron reclutadas en la Uni-
versidad de Antioquia y 25 pacientes recién diag-
nosticados con glioma de alto grado en el Instituto
de Cancerologia de la Clinica Las Américas en un
lapso de 12 meses. A cada individuo se le tomé
una muestra de 4 ml de sangre venosa en un tubo
Vacutainer™ con heparina.

Los consentimientos informados fueron firmados
por los voluntarios sanos antes de la toma de
la muestra y por los pacientes después del
diagnéstico y previa explicacion por parte del
médico. Los pacientes fueron pareados por edad
(+ 5 anos) y sexo.

Fijacion de la muestra

Se agregdé 1 ml de sangre tratada con heparina
a un tubo coénico con 5 ml de diluyente (500
unidades de heparina/ml: Hanks’s Balanced Salt
Solution, HBSS); luego se fij6 la muestra adicio-
nando 450 pl de la dilucion anterior en 5 ml de
metanol frio (-80 °C), y se agitd en un agitador de
vortice durante 20 segundos, para luego almace-
narla a -80 °C durante 24 horas.

Marcacion con yoduro de propidio y anticuerpos
conjugados

Después de la fijacion, 1 ml de la muestra se agreg6
a un tubo conico con 13 ml de diluyente HBSS,
se centrifugé durante cinco minutos a 600g y se
descart6 el sobrenadante por decantacion; luego
se agité brevemente para resuspender el boton
celular y se adicionaron 20 pl de esta suspension
de células a un tubo de citometria (polipropileno,
12 x 75 mm) que contenia 75 pl de solucién ARNsa
(980 pl de HBSS y 20 pl de ARNsa 1mg/ml).

Citometria de flujo e inestabilidad cromosémica en gliomas

Las muestras se analizaron usando tres marca-
dores: antiCD-71-PE, para identificar reticulocitos,
anti-CD-61-FITC, para la exclusion citométrica de
las plagquetas, y yoduro de propidio, para cuantificar
la cantidad relativa de ADN. Se agregaron 5 pl de
cada anticuerpo siguiendo las recomendaciones
del proveedor.

Las muestras se incubaron consecutivamente
durante 30 minutos a 4 °C vy, luego durante 60
minutos a temperatura ambiente. Pasado este
tiempo, se lavaron con 3 ml de HBSS y se centri-
fugaron durante cinco minutos a 600g; luego, se
adicion6 1 ml de soluciéon de yoduro de propidio
(Pl) (1,25 pg/ m de Pl en HBSS). Por ultimo, se
almacenaron durante 15 minutos a 4 °C y se
leyeron en un citémetro de flujo FACS Canto II™
(BD-Immunocytometry System, San José, CA).

Las células fueron excitadas con un laser de 488
nm y se analizd la emisién de los fluorocromos a
530/30 nm (FITC), 585/42 (PE) nm y 670/LP nm
(yoduro de propidio). La adquisicion de eventos
para cada muestra procedidé hasta que el numero
de células RETCP"™* fue mayor o igual a 80.000 o
hasta que se agoto6 el volumen de la muestra. El
porcentaje de células RETCP7"*P* se determind en
cada muestra de sangre.

Calculo de la compensacion

Para calcular la matriz de compensacion, se ajusta-
ron los voltajes de tamafo, granularidad y fluores-
cencia de las muestras con una muestra de células
sin tincién. Sobre dichos voltajes, se calculd la
matriz de compensacion utilizando las micropar-
ticulas Compbeads revestidas con anticuerpos de
captura anti-Mouse Ig_mezcladas con cantidades
equivalentes de perlas de control negativo.

El control de compensacion para el yoduro de
propidio se construy6 utilizando el control negativo
de las microparticulas CompBeats mezcladas con
nucleos de eritrocitos de pollo (BD™ CEN).

La matriz se calcul6 de forma automatica en el
programa BD FACSDiva™, versién 6.1.3. La
estabilidad en los indices de tincion se verificd
en, por lo menos, tres momentos independientes.
La estabilidad en los voltajes y la eficiencia de
los detectores se verificaron mediante esferas
BD Cytometer Setup and Tracking™ (CST). Los
pardmetros de lectura estuvieron dentro de las
variantes aceptadas para el instrumento, esti-
mados mediante las graficas de Levey-Jennings
construidas a partir de la sefial de los detectores
implicados en el analisis de los micronucleos.
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Estandares bioldgicos para la verificacion de la
compensacion

En los andlisis de citometria, se verificé la
correccion del derramamiento espectral entre los
fluorocromos mediante tinciones individuales para
cada marcador de superficie segln lo descrito
por Dertinger, et al., y Torous, et al. (12-14). Esta
misma estrategia permitié establecer la positividad
de las células en cada region.

Se prepararon cuatro muestras de cada individuo.
La primera contenia 20 pl de la muestra con
yoduro de propidio, la segunda, anti-CD-71-PE,
y la tercera, anti-CD-61-FITC. Con estas se hizo
la correccién de la compensacion y con el cuarto
tubo, que contenia ambos anticuerpos, se analiz6
el porcentaje de células CD61-CD71+ Pl+ después
de haber excluido células 2n y los agregados
mediante una regién definida sobre FSC-A Vs.
FSC-H; luego, se determind la frecuencia de reti-
culocitos micronucleados en la fracciéon de células
RETCD71+.

Adquisicion de datos y anaélisis estadisticos

Para la estimacion de las frecuencias de reticu-
locitos micronucleados, se utilizé el programa de
citometria de flujo FlowJo™ 7.6.2.

En cuanto al andlisis estadistico univariado, se acu-
di6 a los indicadores clasicos de resumen, a saber,
media, mediana, desviacion estandar y coeficiente
de variacién para las variables cuantitativas, y por-
centajes para las variables cualitativas.

En el analisis bivariado, dada la no normalidad del
resultado en su escala original (establecida con la
prueba de Shapiro-Wilk), se utilizé la prueba no
paramétrica U de Mann-Whitney para determinar la
diferencia en los rangos promedios del porcentaje
de reticulocitos micronucleados con cada uno de
los factores que ameritaron valoracion.

En el andlisis multivariado, se construyé un modelo
de regresion logistica explicativo, tomando como
variable dependiente el porcentaje de dichos reti-
culocitos (normal-alto).

Debe advertirse que la categorizacion se origin6
al segmentar la variable original con un nivel
de medicion de razén y el porcentaje de reticulo-
citos micronucleados utilizando la media como
criterio estadistico.

Se consideraron como variables independientes
aquellas establecidas como importantes por su
efecto sobre el resultado. La finalidad en la cons-
truccién del modelo de regresién logistica estrib6 en
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controlar el efecto presuntamente confusor de cada
una de las variables incluidas en el modelo frente
a las otras. Estos resultados estadisticos se obtu-
vieron utilizando el programa SPSS™, versidn 22.

Consideraciones éticas

Ademas de la firma del consentimiento informado,
se obtuvo la aprobacion del Comité de Etica Inde-
pendiente del Instituto de Cancerologia de la Clinica
Las Américas y del Comité de Bioética de la Sede
de Investigacién de la Universidad de Antioquia.

Resultados
Seleccion de la poblacion de analisis

Inicialmente, se descartaron los eventos celula-
res mayores a 2n mediante los parametros de
exclusién FSC-H y la incorporacién de yoduro de
propidio (figura 1a); de alli, se tomaron los eventos
menores de 2n (P1) y se excluyeron los agregados
(P2) mediante el uso de los parametros FSC-H y
FSC-A (figura 1b). En la figura 1c se muestra la
distribucién de las poblaciones celulares en cuanto
a su tamano (FSC-A) y granularidad (SSC-A).
Posteriormente, y dado que las plagquetas tienen
un tamafio similar a la porcién de reticulocitos
inmaduros, se utilizé el anticuerpo anti-CD61 para
excluirlas (figura 1d), y se seleccion6 la poblacion
correspondiente a células RETCP"™* (figura 1e).
Por ultimo, en la poblacién seleccionada, se cuan-
tificaron los eventos con mayor cantidad de yoduro
de propidio, es decir, el cuadrante Q2-2 correspon-
diente a los reticulocitos micronucleados (figura 1f).

Medicion de la poblacion de reticulocitos micro-
nucleados

Las muestras de los 50 individuos (25 pacientes
y 25 controles) se analizaron para detectar las
frecuencias de células RETCP"™* y de reticuloci-
tos micronucleados. El nimero de eventos Unicos
totales evaluados por individuo oscil6 entre
28.000 y 520.000, de los cuales alrededor del 1 %
pertenecia a la poblacion total de reticulocitos.
Con base en el valor promedio de células RETCP7'
para estos individuos, y en los andlisis con los
cuales se midieron las frecuencias de reticulocitos
establecidos sobre la fluorescencia asociada a
los acidos nucleicos, se estimé que el anticuerpo
anti-CD-71-PE habia marcado, aproximadamente,
entre 98 y 100 % de la poblacion de reticulocitos.

Comparacion de las frecuencias de RET-MN de
pacientes y controles

Inicialmente, se analiz6 el porcentaje de reticuloci-
tos micronucleados en las muestras de voluntarios
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sanos, el cual vari6 entre 0,00 y 8,48 %, con una
mediana de 2,31 % y un rango intercuartil de
3,51. En los pacientes con cancer (gliomas de alto
grado), por el contrario, las frecuencias de estos
reticulocitos fueron mayores que en los controles
(0,384; 61,76 %), con una mediana de 12,45 % y
un rango intercuartilico de 18,325. Los datos de
frecuencias se presentan en el cuadro 1.

En la figura 2 se presenta una grafica bivariada
que compara la frecuencia de las RET®P""* de
un voluntario sano (control) (figura 2a) y la de
un paciente con glioma de alto grado antes del

Citometria de flujo e inestabilidad cromosémica en gliomas

tratamiento (figura 2b); como se observa en el
cuadrante Q2-3, el nimero de reticulocitos micro-
nucleados fue mucho mas elevado en el paciente
que en el control.

En el analisis multivariado solo los casos tuvieron
un efecto significativo sobre el porcentaje de reticu-
locitos micronucleados; de hecho, su porcentaje de
riesgo alto (por encima de la mediana) fue 93,9 %
mas bajo en los controles que en los casos después
de ajustar por las variables de ser hombre, consumir
alcohol o tabaco, no consumir antioxidantes, usar
medicamentos y ser adulto mayor (cuadro 2).

a b. C.
Todos los eventos Todos los eventos Todos los eventos
S8 S8 S8
=N 27 =N P1
x 8 x 8 x 8
~ ~ ~
>
3 T3 <8
3 2 3
“ 8 P -8 P2 = P2
3 3 3
M
304 © 10° 10¢ 108 50 100 150 200 250 50 100 150 200 250
PI PI3-A FSC-A  (X1.000) FSC-A  (X1.000)
: y4 f.
P2 / - cD71+ r—
) > )
~  CD61+ - =]
CD61+CD71
<2 = <?
- - :
W W —
-3 -5 ™~ - :
= G 2 CD61+Pl-  CD61+PI+ Be Q1-2 Q2-2
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s (D71 3] o Q3-1 . Q3-2 Q4-2
[N [ R
' !\:22 0102 10° 104 10° ' 304 ° 100 100 100 - 439 0 1° 0
PI PI3-A - PI PI3-A \— PIPI3-A

Figura 1. Gréficas bivaridas que ilustran la estrategia de portales (gating) usada para los analisis de muestras de sangre humana.
a) Seleccién de eventos (<2n, P1); sobre el limite superior de esta region se observan las células 2n. b) Exclusion de agregados
utlizando los parametros de FSC-Area Vs. FSC-Height. ¢) Distribucion de tamafio (FSC-A) Vs. granularidad (SSC-A); en color
rojo aparecen los agregados y en azul los eventos unicos. d) Exclusion de plaquetas CD61+. e) Seleccion de la poblacion celular
RETCP71*_ f) Cuantificacion de reticulocitos multinucleados (RET-MN) (CD71+PI+)

Cuadro 1. Medidas estadisticas descriptivas del porcentaje de reticulocitos micronucleados.

Porcentaje inicial de RET-MN n Media Mediana Desviacion estandar cv p
Casos 25 12,45 3,45 16,74 134 0045
Controles 25 2,97 2,31 2,36 79,46 ’

RET-MN: reticulocitos micronucleados; CV: coeficiente de variacién
Los valores de p<0,05 indican diferencias significativas entre controles y pacientes.
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Aunque las demas variables constitutivas del
modelo no tuvieron significacion estadistica, cabe
mencionar que, al ajustar por las variables men-
cionadas, el riesgo de un porcentaje alto de reti-
culocitos micronucleados fue 68 % mayor en los
hombres que en las mujeres, y 5,3 % mayor en
adultos mayores que en los adultos jovenes.

Por ultimo, el analisis de las variables independien-
tes evidencio que estas solo explicaron el 42,3 %
de la presencia de reticulocitos micronucleados.

Discusion

La detecciébn de microndcleos por citometria
de flujo en reticulocitos humanos se basa en la
marcacion de la poblacion de interés y la cuantifi-
cacion de dichos micronicleos en estas células
de manera especifica, siguiendo un protocolo de

fijacién y marcacion celular diferencial en muestras
de sangre periférica.

Los procedimientos descritos en este articulo son
sencillos y se basan en el uso de colorantes de
acidos nucleicos con gran especificidad para el
ADN, asi como los reportados por Dertinger, et al.

a. Control b. Paciente
5 5
T T
B De
N Q1-3 Q2-3 0w Q1-3 Q2-3
= &
> Q3-3 Q4-3 > Q3-3 Q4-3
M M
2 3 4 5 2 3 14 5
4390107 10" 10° 10 4390 1% 100 10t 10
Pl PI3-A Pl PI3-A

Figura 2. Grafica bivariada que ilustra la resolucion de
fluorescencia de la subpoblacién celular RETP'*: a) en sangre
periférica de un voluntario sano, y b) en un paciente con glioma
antes de iniciar el tratamiento.
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La técnica no incluye la separacién fisica de los
eritrocitos CD71+ sino el uso de anticuerpos contra
CD71 marcados con fluor6foros, que se utilizan
para distinguir la fraccién inmadura de los eritro-
citos en el citémetro de flujo (6,12,13).

La eficiencia con la cual el bazo humano remueve
de la circulacion los eritrocitos que contienen
micronucleos, se ha considerado un obstaculo para
utilizar la medida de reticulocitos micronucleados
en sangre periférica como un indicador confiable
del dafio citogenético (12,13). Sin embargo, los
datos presentados en este estudio sugieren que
seria posible evaluar el dafio citogenético en indi-
viduos no sometidos a esplenectomia utilizando un
sistema de analisis de alto rendimiento, como el de
la citometria de flujo, con el cual se puede detectar
la rara aparicién de la subpoblacién RETP"'* y de
los micronucleos.

Con base en los resultados obtenidos y la efectivi-
dad de este procedimiento, se puede afirmar que
los reticulocitos recién formados en sangre perifé-
rica representan un blanco celular alternativo con
muchas ventajas: se requieren bajos volimenes
sanguineos; son muy pocos los pasos de procesa-
miento de la muestra, pues la cosecha de células
es minimamente invasiva; los requisitos del equipo
son poco sofisticados, y el conteo es automati-
zado e imparcial, pues el andlisis de muestras de
sangre para la deteccién de micronucleos excede
las tasas de hasta 1.000 eventos por segundo,
lo cual equivale a un gran numero de células si
se compara con las empleadas en microscopia
Optica, en la cual se analizan maximo 2.000
células binucleadas por muestra (14). Ademas,
se cuantifica simultdneamente el porcentaje de
reticulocitos y el de reticulocitos micronucleados,
y el tiempo requerido para recolectar los datos
en el citbmetro es de 20 minutos por muestra,
aproximadamente (13).

Cuadro 2. Regresién logistica del analisis multivariado para el porcentaje del riesgo de reticulocitos micronucleados (MN-RET)

segun los factores de interés

Factores Coeficiente Error Prueba Valor Odds IC,,., para OR

estandar de Wald de p ratio

Inferior Superior

Caso -2,80 1,25 5,04 0,025 0,06 0,005 0,70
Ser hombre 0,52 0,93 0,32 0,575 1,69 0,270 10,50
Consumo elevado de alcohol -0,11 0,35 0,09 0,760 0,90 0,460 1,78
Consumo elevado de cigarrillo -0,11 0,53 0,04 0,839 0,90 0,320 2,52
No consumir antioxidantes -1,02 0,99 1,07 0,302 0,36 0,050 2,49
Usar medicamentos -1,03 0,94 1,20 0,274 0,36 0,060 2,26
Adulto mayor 0,05 0,03 3,15 0,076 1,05 0,995 1,12
Constante 1,88 2,30 0,67 0,413 6,53
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La citometria de flujo da una indicaciéon de la
medida de inestabilidad genémica determinando
la frecuencia de los reticulocitos micronucleados
en una poblacién, aunque tiene una unica des-
ventaja, y es que no provee informacidn sobre la
composicién cromosomica de los micronicleos
ni distingue entre los diferentes mecanismos de
accién de los inductores (clastogénicos o aneugé-
nicos); el ensayo tampoco determina si una célula
tiene un micronucleo o varios, como si lo hace la
microscopia convencional (6).

Las muestras de sangre de los 25 voluntarios sanos
fueron importantes para estimar el niUmero basal
de reticulocitos y de aquellos micronucleados.
Aunque los porcentajes de estos ultimos no fueron
tan elevados en este grupo de control (2,31 %;
RIQ=3,51), el coeficiente de variacion fue alto
(79,46 %). Al igual que en otros estudios (1,3,15-
17), se observo un rango variable de micronucleos
en las frecuencias tanto de los voluntarios sanos
como de los pacientes, lo que indica una variabi-
lidad individual significativa. Asi, el conocimiento
de los cambios espontaneos en las frecuencias
de estos eventos permitiria determinar los parame-
tros basales en la poblacion.

Los analisis de covarianza demostraron que la
variacion en la frecuencia basal tal vez no esta rela-
cionada con la edad y el sexo, lo cual contrasta con
otros estudios que sugieren efectos significativos
de estos factores en la incidencia de micronucleos.
Tales discrepancias pueden estar relacionadas con
diferencias en las células blanco (eritroblastos Vs.
linfocitos) u otros factores inherentes a la variabi-
lidad entre individuos (3,16).

Las frecuencias de microndcleos antes del tra-
tamiento en los pacientes con cancer, también
fueron variables y mas elevadas que las de los
voluntarios sanos, con una mediana de 12,45 %
(RIQ=18,32), lo que evidenciaria la presencia
en sangre circulante de factores genotdxicos de
naturaleza aun desconocida, o una posible pro-
pension a padecer la enfermedad, como se ha
observado en otros estudios sobre diferentes tipos
de cancer (16-21). Los experimentos aqui descritos
sugieren que los reticulocitos®®”'* micronucleados
en sangre periférica podrian representar un posi-
ble biomarcador de la propension a desarrollar
este tipo de neoplasias.

Una de las estrategias mas prometedoras para
la prevencion del cancer es desarrollar y validar
biomarcadores que puedan anticiparse al diag-
néstico clinico. De hecho, los biomarcadores son

Citometria de flujo e inestabilidad cromosémica en gliomas

instrumentos que ayudan a detectar personas en
alto riesgo, y se pueden dividir en tres grupos:
el primero, para definir la exposicién a agentes
carcinogénicos; el segundo, para mostrar efectos
bioldgicos, y el tercero, para dar informacién sobre
la propensién individual (21,22).

El uso de los microndcleos como biomarcadores
de genotoxicidad o riesgo de cancer (23), se
fundamenta en el hecho de que las alteraciones
citogenéticas hacen parte del fenotipo tumoral
y en la hipétesis de que el dafo cromosémico
estd involucrado directamente en la etiologia del
cancer (21,22). Sin embargo, es dificil establecer
una relacion causal entre el aumento del nimero
de micronucleos y el riesgo de cancer, pues dicho
aumento puede ser consecuencia de la enfermedad
(causalidad inversa) o el reflejo de una propensién
individual a eventos que generan inestabilidad
gendmica (16,22).

La asociacion entre las frecuencias elevadas de
micronlcleos y el riesgo de desarrollar cancer,
no estd confinada a cénceres en sitios especifi-
cos (22). Sin embargo, reflejan la acumulacion
de alteraciones genéticas causadas por factores
genotéxicos enddgenos y exdgenos, asi como las
variaciones individuales en la vulnerabilidad frente
a estos factores (16,21).

Hasta la fecha, las investigaciones sobre biomar-
cadores en tumores cerebrales han presentado
pocas opciones Utiles para la préctica clinica, por lo
que se hace necesario buscar nuevas opciones de
marcadores tumorales, por ejemplo, los basados
en sangre periférica o en biopsias liquidas, los
cuales resultarian mas practicos que los actuales,
ya que se pueden hacer sin necesidad de repetir
la cirugia o las biopsias en los pacientes. La inves-
tigacion de biomarcadores en gliomas de alto
grado es todo un reto, dada la baja frecuencia y
la diversidad genética de estos tumores. Ademas,
al comparar con otros canceres, su adopcion en la
practica clinica se ha visto obstaculizada por las
bajas tasas de deteccion.

Por dltimo, cabe destacar que la deteccién de
micronucleos por citometria de flujo en reticulo-
citos humanos, es una técnica moderna, rapida
y eficiente que evalia la genotoxicidad en los
reticulocitos micronucleados con un grado de
eficiencia y sensibilidad sin precedentes. Los
datos aqui suministrados respaldan la hipétesis
de que las frecuencias de estos reticulocitos en
sangre periférica pueden ser una alternativa de
mayor sensibilidad que los analisis convencionales
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basados en la técnica de linfocitos binucleados, y
podrian constituir una nueva herramienta validable
como biomarcador para la prediccion y la deteccion
temprana del cancer.
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