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PALABRAS CLAVE

RESUMEN

Se evalud el patrén de apoptosis de células blancas de
sangre de corddédn umbilical producido por la
carbamacepina y metotrexate de potencial teratogénico
conocido y acido félico con efecto protector de defectos
de tubo neural, en cultivos in vitro. Se emple6 un disefio
Completamente al Azar con 9 repeticiones, el cual
responde a un modelo lineal aditivo.

Se estudiod la accion protectora del acido folico en
presencia de MTX y CBZ en cultivos in vitro de células
blancas de corddén umbilical. Se demostré que el
anticonvulsivante CBZ y el agente anti-inflamatorio MTX
inducen apoptosis a 100uM y 50uM respectivamente
(dosis terapéuticas).

En este estudio se encontré que la presencia de ACF
(0,1-10uM) protege a las células blancas de cordén
umbilical contra la induccion de la apoptosis producida
por la CBZ y MTX. Por el contrario el ACF no suprime la
muerte celular debida al tiempo de cultivo. Entonces el
ACF tiene un efecto robusto de protecciéon contra la
apoptosis en células blancas de cordén umbilical, esta
propiedad provee una nueva via para el estudio de los
mecanismos moleculares y celulares de esta vitamina.

Los datos reportados en este estudio son los primeros
resultados generados sobre el efecto del MTX, CBZy ACF
y co-cultivos CBZ + ACF, MTX + ACF en cultivos de
células blancas de sangre de cordén umbilical humano,
demostrandose que esta metodologia in vitro es capaz
de detectar el efecto de agentes protectores y
teratogénicos justificAndose estudios posteriores de
validacion de la técnica y evaluacion de otros
medicamentos para su aplicacion clinica.

ABSTRACT

Apoptosis pattern from in vitro cultures from umbilical cord
white cells produced by carbamazepin and metotrexate of
known teratogenic potencial and folic acid with protective effect
of neural tube defects was evaluated. A completely randomized
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desing was used, with 9 repetitions answering to a
lineal additive model.

The protective action of folic acid in presence of MTX
and CBZ in vitro cultures from umbilical cord white
cells was studied. It demonstrates that CBZ an
anticonvulsivant and MTX antiinflamatory drug
induced apoptosis at 100 pM and 50 uM respectively
(therapeutic dosis).

In this study was found that the presence of folic acid
(0.1 to 10 uM) exert a protective action of umbilical
cord white cells against apoptosis induction produced
by CBZ and MTX. otherwise, folic acid do not avoid
the cellular death during the culture time. So, folic
acid has a hard protective effect against apoptosis
from umbilical cord white cells, this property provide
a new way for the study of the cellular and molecular
mechanism of this vitamin.

The facts reported in this study are the primary results
generated about MTX, CBZ and folic acid effect,
likewise, CBZ plus folic acid and MTX plus folic acid
in human umbilical cord white cells, demonstrating
that this in vitro methodology is capable to detect
protective and teratogenic effects. This support
subsequent studies of technique validity and other
drugs evaluation for clinical applications.

INTRODUCCION

La sangre de cordon umbilical es rica en células madre
y progenitoras con capacidad de proliferacion in vitro.
Estas células han sido usadas como una fuente de
células madres y progenitoras, ademas de ser una fuente
de células para repoblar la médula 6sea para el
tratamiento de enfermedades pediatricas. 2345 En
modelos murinos estas células administradas por via
intravenosa son capaces de diferenciarse y mejorar la
recuperacion funcional neurolégica post- embolia, de
manera tal que las células de sangre de corddn umbilical
presentan una capacidad extensiva de diferenciacion en
varios linajes celulares semejando a las células
embrionarias durante el desarrollo fetal. La apoptosis es
uno de los determinantes fisioldégicos importantes del
desarrollo embrionario, controlado a nivel molecular. En
el presente estudio se pretende emplear a estas células
como modelo para evaluar si el patron de apoptosis es
alterado por agentes de potencial teratogénico conocido
como la carbamacepina y el metotrexate y la accién del
acido félico en combinacion con los anteriores agentes,
debido al rol que juega como agente de efecto protector
de malformaciones del Sistema Nervioso Central o
defectos de cierre de tubo neural (DTN’s).

La deficiencia de folato causa una incorporacion masiva
de uracilo en el DNA humano y ocasiona quiebras

cromosOmicas asi como una frecuencia elevada de
micronucleos, por lo tanto un aumento del riesgo a cancer
y defectos asociados con deficiencia de folato, que
pueden ser revertidos por la administracion de acido
félico.

La epilepsia es la mayor complicacion neurolégica
normalmente encontrada durante el embarazo. La
prevalencia de esta enfermedad en la poblacion general
es aproximadamente del 0.6- 1% y aproximadamente
0.5% de todos los embarazos ocurren en mujeres con
epilepsia. Las mujeres con epilepsia deben continuar su
medicacién durante el embarazo ya que al abandonarla
pueden tener una frecuencia aumentada de ataques con
el resultante potencial de morbi-mortalidad materna y
fetal. Sin embargo las drogas antiepilépticas usualmente
empleadas cruzan la placenta e individualmente han sido
implicados en malformaciones congénitas, anomalias
craniofaciales, defectos cardiacos y defectos de cierre
de tubo neural "****”

Uno de los medicamentos empleados para el tratamiento
de la epilepsia durante el embarazo es la carbamacepina;
sin embargo esta ha sido asociada con mdultiples
,10,11,12, 13,14,15,16,17
anomalias congenltas . Elmecanismo de
la teratogénesis de este medicamento es aun
desconocido sin embargo diferentes estudios sefalan
su capacidad de inducir apoptosis en células granulo
celre(pyellares a concentraciones elevadas vy fisioldgicas
. No se han reportado estudios sobre los efectos
de la carbamacepina en combinacion con el acido
folico de efecto neuroprotector conocido
10,22,23,24,25,26,27,28,29,30,31,32,33,34,35 .

. Por tanto el presente estudio
pretende determinar si el acido félico administrado en
combinacioén con la carbamacepina a cultivos de células
mononucleares tiene algun efecto sobre el patrén de
apoptosis inducido por la carbamacepina sola. Los
defectos genéticos del zigoto como las aberraciones
cromosoOmicas son la causa mas frecuente de desarrollo
embrionario anormal y aborto espontaneo. Durante la
embriogénesis existe un balance estricto entre la mitosis
y la apoptosis de manera que las alteraciones en el
patron de apoptosis determinan la aparicion de
malformaciones congénitas. Asi diferentes estudios 3¢37:38
han determinado que los abortos espontaneos y
alteraciones del crecimiento del embrién estan
vinculados con alteraciones en la apoptosis. Estas
alteraciones estan relacionadas con la aparicion de
algunos tipos de defectos de cierre de tubo neural,
enfermedades neurodegenerativas, retardo mental,
paladar hendido y otras malformaciones orofaciales
congénitas, ademas de defectos cardiacos. 3404142 Se
ha determinado que muchas drogas que producen dafio
celular y/o dafio al DNA pueden alterar el patron de
apoptosis de los diferentes linajes celulares, produciendo
enfermedades degenerativas, neoplasias vy
malformaciones congénitas 434440454647 sefjglandose la
importancia de la apoptosis durante la morfogénesis y
desarrollo de malformaciones congénitas. Por tanto la
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evaluacion del efecto de los farmacos sobre el patron de
apoptosis de las células que circulan por el feto podria
ser una nueva herramienta de evaluacion de riesgo de
los diferentes agentes para producir alteraciones en el
desarrollo fetal.

MATERIAL Y METODOS

Se recolectaron muestras de 9 recién nacidos, 4 del
Hospital de la Mujer y 5 del Hospital Materno Infantil. La
sangre de cordén umbilical fue utilizada como fuente de
células madre, progenitoras y de proliferacion in vitro. El
procesamiento de las muestras se llevé a cabo en el
Laboratorio de Genética Molecular de la Unidad de
Genética Médica y la Unidad de Genética Toxicologica
del Instituto de Genética, Facultad de Medicina, UMSA.

Las muestras de sangre de corddén umbilical fueron
colectadas después del nacimiento al momento del corte
del cordén umbilical y fueron conservadas en tubos
vacutainer estériles con EDTA. De estas muestras se
obtuvo la fraccién de leucocitos por centrifugacion y los
glébulos rojos fueron eliminados por lisis en 0.1% de
Bicarbonato de Sodio (pH7,0). Entonces se determiné
el nimero de células blancas por el método del Azul
Tripan, sembrandose entre 1 a 5 x 10° cel/ml en los
medios de cultivo de los siguientes tratamientos:

A los 1,2 y 6 dias de cultivo se recuperaron por
centrifugacion las células blancas que fueron
resuspendidas en D-MEM. A partir de la suspensién
celular se realizaron los frotis para la evaluacion de la
morfologia de apoptosis de acuerdo al protocolo descrito
por Arias et al. 2001 3,

Tratamiento 0:  To.
Tratamiento 1:  Ta.
Tratamiento 2:  Ta.
Tratamiento 3:  Ta.
Tratamiento 4:  Ta.
Tratamiento 5:  Ts.
Tratamiento 6:  Te.
Tratamiento 7: T

Control negativo.

Metotrexate (MTX) 50 uM (Control positivo).
Carbamacepina (CBZ)100 uM.

Acido Fdlico (ACF)1 uM.

50 uM Metotrexate (MTX) + 1 uM Acido fdlico.

100 uM Carbamacepina (CBZ) + 0,1 uM Acido félico.
100 uM Carbamacepina (CBZ) + 1 uM Acido félico.
100 uM Carbamacepina (CBZ) + 10 uM Acido félico.

Para la evaluacion del DNA en escalera el remanente
de la suspensién celular fue sujeto de una extraccion
ligera de DNA en base a SDS 10% y TNE 1X, luego de
incubar la suspensién a 60 °C se realizo una
electroforesis en PAGE al 3,5% 200 V/1h revelandose
los productos por tincién con Nitrato de Plata. El patrén
de apoptosis del DNA en escalera se evalué por
comparacion con los controles negativos.

Para el andlisis del patron de apoptosis por morfologia
se reporté el numero de células apoptéticas en 300
células totales. Los resultados fueron expresados en
promedio y desviacién standard de experimentos
independientes. El porcentaje de proteccion a la
apoptosis fue calculado como la razén del porcentaje
de apoptosis en la presencia y ausencia del farmaco en
los cultivos. El andlisis estadistico de los datos fue
realizado con la prueba t de Student.

RESULTADO

Patron de apoptosis normal de células blancas de
sangre de cordén umbilical en cultivos in vitro
(CBSCU)

Las células apoptoticas fueron reconocidas por la
ausencia de ndcleo y una distribucion homogénea de
cromatina en toda la masa celular, lo que sugiere que la
condensacion y desintegracion nuclear caracteristica de
la apoptosis ha ocurrido. Se defini6 como células
normales a todas aquellas que conservaron su nicleo
intacto (Figura 1).

La cinética de la apoptésis demostré un incremento
progresivo desde el primer dia hasta el cuarto dia de
cultivo (Figura 2).

La fragmentacion del DNA caracteristica de la apoptosis
fue demostrada por electroforesis en PAGE; partiéndose
de un barrido de DNA ligeramente detectable con una
banda clara de DNA de alto peso molecular después de
un dia de cultivo hasta la aparicion de un barrido de
DNA notorio con desaparicion del DNA de alto peso
molecular para los 4 dias de cultivo. Se considera un
porcentaje bajo de apoptosis cuando se conserva el DNA

FIGURA 1
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Morfologia de las células blancas de sangre de cordén umbilical en cultivos
in vitro. Ay B morfologia de células normales, C y D morfologia de células
apoptdticas
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FIGURA 2

PATRON DE APOPTOSIS NORMAL DE LEUCOCITOS
DE CORDON UMBILICAL
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Cinética de la apoptosis de células blancas de sangre de cordén umbilical
en cultivos in vitro

de alto peso molecular y no se observa un barrido intenso
de DNA, se considera un porcentaje alto de apoptosis
cuando el barrido de DNA es intenso y el DNA de alto
peso molecular desaparece (Figura 3).

Efecto del MTX y CBZ sobre el patron de apoptosis

La incubacién de las CBSCU en medio con MTX 50uM,
resultd en un incremento del porcentaje de apoptosis.
En el presente ensayo el porcentaje maximo de
apoptosis detectado fue alcanzado a los 4 dias de cultivo.
Un efecto similar se observé para los cultivos con 100uM
de CBZ, en los que el porcentaje maximo de apoptosis
también se alcanza a los 4 dias de cultivo (Fig 4). La
exposicién de las CBSCU a CBZ o MTX por 1,2 y 4 dias
resulté en una marcada fragmentacion del DNA revelada
como un barrido de DNA en el gel de PAGE. La CBZ y el
MTX indujeron un incremento de la apoptosis en relacion
al cultivo control con PBS observandose una banda nitida
de DNA de alto peso molecular en el control, vs. los
barridos de DNA generados por la CBZ y el MTX. El
ACF no tiene efecto significativo en la electroforesis
sobre el patrén de apoptosis observandose un patron
similar al del control (Figuras 4y 5).

FIGURA 3

&

W
k ! el |
Electroforesis en PAGE 3,5%, 200V/1h de DNA extraido. Carriles: 1= 0
horas de cultivo; 2= un dia de cultivo; 3= dos dias de cultivo; 4= cuatro

dias de cultivo. Resultados representativos de al menos 5 experimentos
independientes. A= DNA de alto peso molecular; B= DNA degradado

L=

Efecto del &cido félico (ACF) sobre el patron de
apoptosis

La presencia de ACF en los medios no determiné un
cambio especifico en el porcentaje de apoptosis en
relacién al cultivo control, no habiendo una diferencia
estadisticamente significativa entre el control y el cultivo
con ACF. El andlisis del patron de degradacion de DNA
por electroforesis de los cultivos determind la ausencia
de efectos inductores de la apoptosis, observandose el
mismo patrén de apoptosis en presencia y ausencia de
acido félico. De manera que el ACF por si mismo es incapaz
de alterar el patron de apoptosis de las células blancas de
sangre de cordon umbilical humana (Figura 6).

Efecto del ACF sobre el patron de apoptosis
inducido por MTXy CBZ

Dado que el MTX es un derivado poliglutamato puede
interferir en la actividad de varias enzimas dependientes
de folatos, se probo si la induccién de la apoptosis en
células blancas de cordon umbilical por MTX podria ser
inhibida por el acido folico. De acuerdo a los datos
presentados el ACF es capaz de inhibir la actividad del
MTX, presentandose un porcentaje de proteccion del
70,6% a una concentracion de 1uM alos 4 dias de cultivo.
El ACF protege contra la induccion de la apoptosis en
células blancas de sangre de cordén umbilical por CBZ.
La exposicion de estas células ala CBZ en el medio por
4 dias resulta en un incremento del nimero de células
apoptéticas. El co-tratamiento con ACF reduce
marcadamente la actividad de la CBZ, mientras que la
exposicion a solamente ACF no afecta significativamente
al patron de apoptosis. Obteniéndose un porcentaje de
proteccion del 83,4% a los 4 dias de cultivo. La pérdida
de la viabilidad celular inducida por la CBZ y MTX
incremento progresivamente de acuerdo al tiempo de
tratamiento de 1 a 4 dias. La presencia de 1uM de ACF
protegié marcadamente contra la toxicidad inducida por
cualquiera de los 2 medicamentos en todos los tiempos
analizados (Figuras 7 y 8).

FIGURA 4

PATRON DE APOPTOSIS DE CELULAS BLANCAS DE
CORDON UMBILICAL INDUCIDO POR EL
METOTREXATE Y LA CARBAMACEPINA

LIS AP TOTICAS
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Patrén de apoptosis de CBSCU inducido por el MTX y la CBZ en
comparacion con el patrén normal. En amarillo patrén de apoptosis normal,
en rosa patron de apoptosis inducido por el MTX, en azul patrén de
apoptosis inducido por la CBZ
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FIGURA 5
1 3 4

Patron de apoptosis inducido
por el MTX,CBZ y ACF a los
2 dias de cultivo. La
fragmentacion del DNA fue
evaluada por electroforesis
en PAGE 3,5% 200v/1h. 1=
DNA extraido del cultivo
control; 2= DNA extraido del
cultivo con MTX; 3= DNA
extraido del cultivo con CBZ;
4= DNA extraido del cultivo
con ACF. Resultados
representativo de 4
experimentos independientes.

La exposicion de las CBSCU a CBZ o MTX por 1,2 y
4dias resulta en una marcada fragmentacion del DNA
revelada como un barrido de DNA en el gel de PAGE. La
presencia de ACF evita la aparicion de este barrido de DNA.
(Figura 9).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La sangre de corddn umbilical humano por la facilidad
de su obtencion y la presencia de células madres y
progenitoras representa un recurso importante para la
innovacion de terapias y ensayos in vitro. El uso de este
tipo de muestras como sistema modelo para la
evaluacion del efecto de agentes toxicos no ha sido
reportado anteriormente. Sin embargo presenta las
ventaja de evaluar al mismo tiempo el efecto de un
farmaco sobre células diferenciadas e indiferenciadas,
genera datos previos a un ensayo clinico, es un sistema
mas rapido que los sistemas que emplean a todo el
organismo, se puede determinar dosis maximas y
minimas y analizar el efectos de varios farmacos por
separado y en co-cultivo sin sufrir el efecto de la

FIGURA 6

1 2 3 4 5 6

Patrén de apoptosis en presencia de ACF.- Carriles 1 y 2= un dia de cultivo,
1= DNA del cultivo control; 2= DNA del cultivo con ACF; 3 y 4 dos dias de
cultivo, 3= DNA del cultivo control; 4= DNA del cultivo con ACF; 5y 6
cuatro dias de cultivo, 5= DNA del cultivo control; 6= DNA del cultivo con
ACF. Resultados representativos de 8 experimentos independientes.

variabilidad debida al empleo de varios especimenes
experimentales, al ser un sistema bien definido posibilita
un mayor control de las variables, es flexible y tolera
tratamientos que podrian matar a los animales en
experimentos in vivo, presentan resultados reproducibles
y estén libres de consideraciones éticas relacionadas
con los experimentos en animales. De acuerdo a una
bldsqueda extensiva en MedLine este es el primer trabajo
que evalla el efecto de agentes teratégenicos conocidos
(CBZ y MTX) y neuroprotectores (ACF) en cultivos in
vitro de células blancas de sangre de cordén umbilical.

El MTX es un antagonista de folatos extensivamente
usado para la prevencion de rechazo tisular, la artritis
reumatoide y otros desérdenes inflamatorios crénicos.
Ademas de su actividad anti-inflamatoria el MTX presenta
propiedades antiproliferativas por la inhibicion de la
dihidrofolato reductasa y otras enzimas dependientes de
folatos. De acuerdo a lo reportado anteriormente el MTX
induce apoptosis en linfocitos presentando una mayor
tendencia a inducir apoptosis en las células
mitogenicamente activadas; lo cual determina que
durante el embarazo podria afectar a las células de
rapida division celular embrionarias. El efecto reportado
del ACF en el presente estudio determinaria que este
podria ser usado como tratamiento y prevenciéon para
la exposicién accidental con MTX en mujeres
embarazadas. Lo cual sefiala la necesidad de mayores
estudios en sistemas experimentales sobre la capacidad
inhibidora de la teratogénesis del ACF en combinacion
con la actividad teratogénica del MTX y otros
medicamentos como la CBZ.

Anteriores estudios han reportado el efecto protector del
ACF sobre el MTX en cultivos in vitro de linfocitos de
sangre periférica, lo que coincide con los datos
encontrados en el presente trabajo. Sin embargo el
efecto protector del ACF sobre la CBZ en cultivos
celulares no ha sido reportado, a pesar que el ACF es
coadministrado con la CBZ en mujeres embarazadas

FIGURA 7

EFECTO DEL ACF EN EL PATRON DE APOPTOSIS
INDUCIDO POR LA CBZ
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A) Células expuestas a 100uM de CBZ en presencia de 0,1uM de ACF,
B) 1uM y C) 10uM. La sobrevivencia celular fue determinada por
morfologia después de 1y 3 dias después de la adicion del ACF.
Los datos representan la media + SD de 4 cultivos independientes.

Vol. XII - Noviembre de 2004

BIOFARBO - (43)



ARIAS, ASCARRUNZ, TIRADO, RADA, CUTI

FIGURA 8

EFECTO DEL ACF EN EL PATRON DE APOPTOSIS
DE CBSCU INDUCIDO POR EL MTX

1]
i

(LR

Vi L TP

Las células blancas de sangre de cordén umbilical fueron incubadas por
24 horas en medio D-MEM con 50uM de MTX, para posteriormente ser
tratadas con ACF 1uM, se reporta los resultados después de 1, 2 y 4 dias
de cultivo. Los valores presentados son la media + DS de al menos 4
experimentos independientes

con epilepsia. Los resultados de este estudio serian (ha
nuestro conocimiento) los primeros estudios de cultivo
in vitro que apoyan esta practica, sefialandose un posible
efecto protector de ACF contra la CBZ. A pesar que la
protecciéon ante la apoptosis inducida por el
anticonvulsivante CBZ ocurre en dosis inferiores a la
terapéutica (0,1uM y 1uM) efectos mas robustos fueron
encontrados en la dosis terapéutica 10uM. Debido a que
la proteccion no requiere de un pre-tratamiento y requiere
dosis relativamente bajas de ACF, es probable que
presente efectividad clinica. La proteccion por el ACF
contra la apoptosis inducida por la CBZ podria ser
clinicamente relevante dado que las mujeres
embarazadas con epilepsia bajo tratamiento con CBZ
no pueden abandonar su tratamiento. Las dosis
supraterapéuticas de CBZ pueden ser teratogénicas e
inducir ataxia, nistagmus y vértigo sugiriendo un mal
funcionamiento cerebelar. Si la apoptosis inducida por
altas dosis de CBZ ocurre in vivoy puede ser suprimida
por el ACF, este ultimo podria ser un tratamiento a
mujeres embarazadas pre y post-exposicion a CBZ.

Se ha estudiado la accién protectora del acido félico en
contra del MTX y CBZ en cultivos de células blancas de
cordon umbilical. Al mismo tiempo se ha demostrado que
el anticonvulsivante CBZ y el agente anti-inflamatorio
MTX inducen apoptosis en las células blancas de sangre
de cordén umbilical a 100uM y 50uM respectivamente
(dosis terapéuticas). En este estudio se encontr6 que la
co-presencia de ACF (0,1-10uM) protege a las células
blancas de cordén umbilical contra la induccién de la
apoptosis producida por la CBZ y MTX, como fue
evaluado por la inspeccion morfolégica y andlisis del
fraccionamiento del DNA. Por el contrario el ACF no
suprime la muerte celular debida al tiempo de cultivo.
Entonces el ACF tiene un efecto robusto de proteccion
contra la apoptosis en células blancas de cordon
umbilical, esta actividad provee una nueva via para el
estudio de los mecanismos moleculares y celulares de
esta vitamina.

Los datos reportados en este proyecto son los primeros
resultados generados sobre el efecto del MTX , CBZ y

FIGURA 9
A:l 2 3[|B:1 2 3 4

El &cido félico inhibe la fragmentacion de DNA inducida por el MTX y la
CBZ en las células blancas de sangre de cordén umbilical. A: Carriles: 1=
DNA control; 2=ensayo con MTX; 3=co-cultivo MTX + ACF. B: 1= DNA
control; 2= co-cultivo CBZ + ACF (0,1 uM); 3= co-cultivo CBZ + ACF (1
uM); 4= co-cultivo CBZ + ACF (10 uM). Los datos pertenecen a un
experimento representativo de 7 experimentos independientes con resultados
similares. Notese la desaparicion del barrido de DNA al incrementar la
dosis del ACF.

ACF y co-cultivos CBZ + ACF, MTX + ACF en cultivos
de células blancas de sangre de cordén umbilical
humano, demostrandose que esta metodologia in vitro
es capaz de detectar el efecto de agentes protectores y
teratogénicos justificandose estudios posteriores de
validacion de la técnica, evaluacién de otros
medicamentos para su aplicacién clinica.
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