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RESUMEN : El principal objetivo de esta investigacion fue detectar posibles mutaciones en poblacidn expuesta a genoléxicos por
largo tiempo. El empleo de marcadores microsatélites es una metedologia promisofia por su alta sensibilidad. La técnica usada
RAPD PCR (random amplified polymorphic DNA PCR), implica una combinacién de PCR en gel de agarosa y posterior revelado con
bromuro de etidio, empleando cebadores arbitrarios.

El estudio consistio en la extraccion de ADN de trios madre-padre-hijo con malformacién congénita mayor del Sistema Nervioso
(Defecto del Tubo Neural) en una poblacion altamente expuesta a sustancias quimicas comparadas con un trio control (sin
malformacion y no expuesto). Inicialmente fueron utilizados veinte cebadores para encontrar patrones de bandas polimérficas. De
éstos, 16 fueron seleccionados para producir dicho patron. Identificamos un total de 78 bandas individuales para los 16 cebadores.
Una de estas 78 bandas fue polimérfica en madre e hijo de un trio expuesto. La identificacion de los marcadores de RAPD con
correlacion directa a los agentes contaminantes podria ser una herramienta valiosa, aunque no provee respuestas claras por si
sola.

Palabras Clave: RAPD / malformacion congénita/ genotoxicidad

SUMMARY: RAPD assay as human genotoxicity marker. Rosso,E.; Simaniello, M. F.; Kleinsorge, E.C.; Scagnetti, J.A.;
Grigolato, R.. The main objective of this research was to detect mutations in population exposed 1o genotoxic substances for a lang
lime. Microsatellite markers is a promissory technigue due to is high sensitivity. The technique used was RAPD PCR (random
amplified polymorphic DNA PCR). This method implies a combination of PCR, electrophoresis in agarose gel and staining with
ethidium bromide, using arbilrary primers.

The study involves DNA exiraction of mother-father-son trios with congenital major malformation of Nervous System (Neural Tube
Defect) in a population highly exposed to chemical substances compared to 2 control trio (without malformalion and not exposed).
Twenly dilferent primers were initially used lo screen polymorphic banding patterns. Of these, 16 were found to produce a
polymarphic banding pattern. We scored a total of 78 individual bands for all 16 primers. One of these 78 bands was polymorphic
in mother and son of one trio exposed. Identification of RAPD markers with direct correlation lo exposure to particular poliutants
could be a valuable research tool, although it does not provide clear answers by itsell.
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Introduccién

Ciertos agentes quimicos ambientales pueden
causar malformaciones congénitas por accién
teratogénica y/o mutagénica. Ello depende del perio-
do critico al momento de la exposicion, de la suscep-
tibilidad a dicho agente (tanto de especie como de
genotipo) y de la dosis de exposicién.

En general la accién mutdgena es precon-
cepcional (materna o paterna) o accion teratogenica
postconcepcional (materna). Los efectos precon-
cepcionales pueden incluir anomalias y sindromes
cromosémicos como resultado de nuevas mutacio-
nes. La accion postconcepcional se puede asumir
que generalmente sucede durante el primer trimes-
tre del embarazo, cuando se produce la etapa princi-
pal de organogénesis, aunque las exposiciones rele-
vantes pudieron haber ocurrido antes si sus efectos
son indirectos (por ejemplo, los efectos sobre la fun-
cion endocrina) o si el producto quimico tiene una
larga vida media bioldgica (por ejemplo, PCBs).

Se ha estimado que las malformaciones congé-
nitas debidas a interacciones entre tendencias heredi-
tarias y usualmente indefinidos factores no genéticos,
representan el 20 % de todas las malformaciones en
nacidos vivos, en tanto que un 5,5 % estan asociadas
afactores ambientales discretos; sin causas identifi-
cadas un 61 %y el 13,5 % corresponde a las malfor-
maciones génicas y cromosomicas (1). Recientemen-
te, empleando la misma seleccion de factores
etiologicos, se realizd una reevaluacion de esta clasi-
ficacion (2). Las principales conclusiones indicaron
que, en tanto aumentan las malformaciones
multifactoriales poligénicas (48,8 %), disminuyen con-
siderablemente las de causas desconocidas (33,6 %),
debido a la aplicacidn de nuevas técnicas de detec-
cion precoz y conceptos de procreacion.

El andlisis genético de la poblacion ofrece he-
rramientas poderosas para evaluar los efectos de
los agentes quimico ambientales, ya que examinan
la diversidad genética de la poblacion normal, infie-
ren sobre su historia reciente y pueden predecir futu-
ras direcciones (aunque su valor predictivo debe ser
considerado con precaucion).

Originalmente para estudiar los efectos
genéticos de toxicos sobre poblacion expuesta fue-
ron empleados marcadores proteicos (aloenzimas),
pero en la actualidad hay una gran variedad de mar-

FABICIB / Volumen 9

cadores/técnicas ADN disponibles para este fin (3).
El ensayo clasico de PCR revoluciond el campo de la
biologia molecular, siendo actualmente utilizado para
una gran variedad de propositos.

A pesar de las ventajas del uso de ensayos
basados en la PCR tradicional para la deteccion de
alteraciones en el ADN, existen complicaciones a la
hora de utilizar |la misma para la deteccion de muta-
ciones. Una de ellas es que para el diseno de los
cebadores se deben conocer las regiones “upstream”
(corriente arriba) y “downstream” (corriente abajo)
de la secuencia a estudiar.

Tal desventaja puede eliminarse utilizando una
variante de la PCR, la técnica de RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), en la que se utilizan
cebadores cortos de secuencia nucleotidica arbitra-
ria, es decir que para su sintesis no se tuvo en cuen-
ta ninguna secuencia de ADN en especial (4)(5). Los
diferentes modelos se producen cuando las regio-
nes genomicas varian para la presencia/ausencia
de los sitios de hibridacion (sitios complementarios
al cebador). La amplificacién de los productos es
analizada por electroforesis en geles de agarosa o
poliacrilamida.

El grado de variabilidad observado para mu-
chos cebadores sugiere que la técnica puede ser
usada en ecologia y ecotoxicologia para maltiples
fines, incluyendo identificacion individual, andlisis
de paternidad, andlisis filogenéticos (6)(7).

EI ADN genémico generado a partir de dos indi-
viduos produce diferentes fragmentos de amplifica-
cion. Un fragmento en particular puede ser generado
por uno de los individuos pero no representa al otro,
por lo tanto puede ser empleado como marcador
genético. Estos marcadores se heredan en forma
Mendeliana. En estudios de mapeos, |a segregacion
de estos marcadores a |a progenie por cruzamiento
sexual puede ser usada para estructurar un mapeo
genético.

En el presente trabajo hemos aplicado la técni-
ca de RAPD para estudiar posibles polimorfismos
genéticos que sirvieran como biomarcadores de
malformaciones congénitas entre individuos de fa-
milias no relacionadas, tratando de determinar sita-
les rasgos eran transmitidos por herencia
mendeliana. Los casos son trios: padre, madre y un
hijo con malformacion mayor del SNC (Defectos del
Tubo Neural: Q05 o Q07 del ICD10) (8). Estos casos
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se gestaron y nacieron en la ciudad de Esperanza
(Santa Fe, Argentina) en la que se ha comprobado
alta contaminacion ambiental urbana por las activi-
dades industriales. En dicha ciudad opera, desde hace
cien afos, una taneria de cueros y en las Gltimas
décadas ha tenido un gran crecimiento industrial a
expensas de la industria del mueble. En estudios pre-
vios se determinaron como contaminantes criticos
al cromo, los solventes y distintos gases(9) (10)(11).

Materiales y Métodos

Toma de muestras y control positivo

La poblacidn en estudio estuvo conformada por
los trios (padre-madre-hijo) cuyos hijos fueron
gestados y nacieron en la ciudad de Esperanza (San-
ta Fe, Argentina) entre los aiios 1980-2000, con de-
fectos del tubo neural. De los 8 casos registrados
para el periodo, solo quedaron incluidos aquellos que
dieron consentimiento a la toma de muestra. De ellos
se obtuvo sangre entera por puncidn venosa utilizan-
do como anticoagulante EDTA (a los fines de no
inhibir |a accién de la enzima Taq polimerasa) y se
conservarona -20° C.

Para estandarizar el proceso de PCR se utilizd
ADN de alto peso molecular proveniente de la linea
celular K562 (Promega DD208A). Para los estudios
de segregacion alélica se utilizo como control un trio
padre-madre-hijo, sano, no expuesto,

Aislamiento y purificacion de ADN

Parala extraccion de ADN se adapto latécnica
modificada por Murray-Thompsen (12).

Se coloco 500 ul de sangre entera obtenida con
EDTA en un tubo limpio y 3 ml de solucion de lisis de
globulos rojos (buffer TE; 10 mM Tris-HCIpH 7,5, 10
mM Na,EDTA.2H,0). El sobrenadante fue eliminado
y se realizaron 2 lavados més. Posteriormente se
procedio a obtener el ADN mediante el agregado de 3
ml de solucién de digestion (CTAB 2 % p/v [bromuro
de cetil trimetil amonio Sigma Cat. N°H-5882], 1,4 M
NaCl, 0,2 % p/v 2-Mercaptoetanol, 20 mM EDTA,
100 mM Tris-HCI pH 7,5. Luego de homogeneizar se
llevé a bano termostatizado de 60° C por 3 horas,
mezclando cada 15 minutos. Posteriormente los tu-
bos se llevaron a temperatura ambiente. Igual volu-
men de cloroformo fue agregado, se homogeneizo y
centrifugd a 4000 rpm. Se tomo el sobrenadante y se
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colocd en otro tubo. El procedimiento fue repetido
dos veces mas.

Al Gltimo sobrenadante, se le adicionaron 2 ml
de alcohol isopropilico para que precipite el ADN. Se
procedié a homogeneizarlo y llevarlo a—20° C por 15
minutos. Se centrifugd 10 minutos a 4000 rpm. El
alcohol fue descartado, se secaron los bordes del
tubo y elimind el exceso de alcohol sin dejar que se
reseque el pellet obtenido.

Se agreg6 1 ml de agua bidestilada estéril, hasta
que se hidratd y posteriormente se conservé a- 20°C,

Las muestras se cuantificaron por medio de
lecturas espectrofotométricas a 260 y 280 nm res-
pectivamente, y en geles de agarosa al 2 %, en com-
paracion con bandas proporcionadas por el marca-
dor K562 de concentracidn conocida, para evaluar
cantidad y calidad del material obtenido. Con los va-
lores de concentracion calculados, se procedit a efec-
tuar diluciones de las mismas para alcanzar una
concentracion de trabajo de 50 ng/ml. El resto de las
muestras de ADN fueron alicuotadas y freezadas a
-20° C para su conservacion.

Evaluacion del polimorfismo mediante cebadores
arhitrarios

Para determinar las condiciones éptimas de
reaccion se procedio a realizar amplificaciones con
distintas concentraciones de ADN y MgCl,. Se de-
mostré que con una concentracion de 50 ng/ul de
ADN, combinada con 2,5 mM de MgCl,, se puede
obtener una mayor cantidad de fragmentos de ADN
visibles. Todas las corridas se realizaron por dupli-
cado para comprobar las variaciones intra e
interexperimento.

Las reacciones de amplificacion se realizaron
en un volumen final de 25 pl, conteniendo 10 mM
Tris-HCI pH 8,3, 50 mM KCI, 2,5 mM MgCl,, 0,01 %
Gelatina, 100 M de dATP, dTTR dGTPy dCTR 0,2 uM
del cebador seleccionado, 50 ng de ADN genémico y
1,25 unidades de la enzima Tag polimerasa, en
Termociclador (PTC-100 Peltier Thermal Cycler, MJ
Research). Las amplificaciones se realizaron con el
siguiente programa de ciclado: 45 ciclos de 1 minuto
a94°C, 1 minutoa 36°C y 2 minutos a72° C, conuna
extension final de 10 minutos a 72° C (4).

Se analizaron 10 cebadores de la serie Ay 10
de la serie B de Promega para RAPD (N° Cat B0O50-
10y B051-10), utilizando para tal fin un trio de mues-
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tras de una familia al azar. Luego se seleccionaron
los que demostraron amplificar un nomero de ban-
das intermedio cuyo peso molecular oscile entre 100
pby 1000 pb. Los productos de amplificacion se ana-
lizaron en geles de agarosa al 2 % en buffer TBE 0,5 %
a 60 mA constantes durante 2 horas. Para la asigna-
cién del tamano de los fragmentos obtenidos se uti-
lizaron ladders (marcadores de peso molecular) de
ADN de 50 bp, 100 bp y pGEM DNA Markers (20 ng/
pl) de Promega Corp.

En cada amplificacion se agregd a las mues-
tras a analizar un tubo que contenia ADN K562 (con-
trol positivo) y un tubo (control negativo) al que se le
agregaba agua bidestilada estéril en reemplazo del
ADN para evaluar posibles contaminaciones.

Los resultados se documentaron mediante fo-
tografia de los geles bajo transiluminador de luz UV,

Resultados

La técnica de extraccion de ADN resultd ser
adecuada a los fines de este estudio, comprobando-
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se que los extractos obtenidos eran de alto peso
molecular, no presentaban signos de degradacion al
ser corridos en los geles de agarosa y amplificaron
todos sin excepcion.

Los resultados fueron variables en lo que res-
pecta al niamero de fragmentos obtenidos, teniéndo-
se en cuenta aquellos que tenian entre 100 pb - 1000
pb y cuya intensidad era mayor, dejandose de lado
aquellos que eran poco visibles, considerados "“in-
determinados” (Tabla 1).

Inicialmente fueron utilizados veinte cebadores
para encontrar patrones de bandas pelimérficas. De
estos, 16 fueron seleccionados para producir dicho
patrén. Identificamos un total de 78 bandas indivi-
duales para los 16 cebadores.

La corrida de las muestras amplificadas con el
cebador AD4, mostrd en un trio la presencia de una
banda compartida por madre e hijo, halldndose au-
sente en el resto de los individuos (Figura 1). No se
observaron diferencias entre los patrones de bandas
entre los individuos con los cebadores restantes.

Tabla 1: Nombre del cebador, secuencia nucleotidica y namero de fragmentos significativos de los cebadores usa-

dos para el andlisis de RAPD.,

cebador Secuencia N° de fragmenlos amplificados
AD1 CCC AAG GTC C 5
A02 GGT GCG GGA A 4
A03 AAG ACC CCTC 4
A04 CTT CAC CCG A 2-3
AD5 CAC CAGGTG A 8
ADG GAG TCTCAG G "
AQ7 CCC GATTCG G x
A08 ACG CAC AACC g
A09 CTAATGCCG T 7
A10 ACGGCGTATG 5
801 TCGAAGTCCT 3
802 GCA TGT CAG A 3
B03 ACT TCG ACA A 4
B04 TCGCATCAGT 4
B05 GCG CTC ACG C 5
B06 GTG ACATGC C 6
807 AGA TCG AGC C 5
BO8 TCACCACGGT 5
B09 ATG GCT CAG C A
B10 CAG GCACTA G 7

*: indeterminados.
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Figura 1: Patrones de amplificacion de integrantes de 4 familias, de las 7 que compusieron el estudio, ordenados:
M-H-P, de los 16 cebadores seleccionados se observa la imagen de (A) AD1, (B) A02, (C) A03, (D) AD4, (E) AOS,
(F), A0S, (G) A10, (H) B10. Se indica con una cruz blanca la banda encontrada sélo en 2 integrantes de un trio;

madre e hijo, en las calles 7 y 8 respectivamente; |a calle 13 corresponde al marcador de pesos moleculares pGEM

DNA Markers de Promega.

12345678910111213

123456768210111213

Discusidn

Las principales ventajas de utilizar RAPD con-
sisten en la rapidez de |a aplicabilidad de dicha téc-
nica para el estudio en cualquler organismo sin co-
nocer informacion previa de secuencia nucleotidica
y sobre todo en |a potencial deteccion de mutaciones
y dano a nivel de ADN (13). Sin embargo, los ensa-
yos de RAPD stlo proveen resultados cualitativos,
por lo que lanaturalezay el grado de las alteraciones
son especulativos, debiéndose analizar por otras
metodologias los perfiles genéticos que se atribu-

yan a tales alteraciones (por ejemplo: clonado de las
bandas discordantes, secuenciacion, etc.)(14).

La metodologia aplicada en este estudio per-
miti¢ lograr amplificados reproducibles y constan-
tes bajo las condiciones estandarizadas. Esto corro-
bora experiencias de otros investigadores que plan-
tean que si las condiciones de reaccion de la PCR
son rigidamente estandarizadas y mantenidas cons-
tantes durante las sucesivas pruebas, los resultados
obtenidos son altamente reproducibles (15).

De los 20 cebadores que utilizamos, 16 arroja-
ron resultados satisfactorios para ser analizados
mediante Ia sola observacion visual de las bandas
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obtenidas. El cebador A04 presento un patron dife-
rencial en un par de individuos (madre-hijo) de uno
de |os trios. Debemos considerar que el ensayo de
RAPD puede detectar mutaciones cuando estas al-
cancen al menos el 2 % del ADN estudiado y a su vez
depende del grado de exposicidn al que esté someti-
do (16). Si las alteraciones gendmicas inducidas por
genotdxicos ambientales son menores en frecuen-
cia, entonces el ensayo de RAPD podria no ser sen-
sible para |a deteccién de posibles transmisores de
lamutacion (17). Los resultados hasta ahora obteni-
dos en esta investigacion demuestran ser preparato-
rios para nuevos estudios que involucren cambios
en las condiciones de esta técnica y su
complementariedad con otras técnicas que permi-
tan detectar la mutacion buscada.

La técnica de RAPD fue empleada para hallar
mutaciones de novo en familias provenientes de
Chernobil que estuvieron expuestas a bajos niveles
de radiacion. Se emplearon 100 cebadores de 400
testeados en 13 tamilias expuestas, obteniendo 3270
segmentos polimdrficos amplificados. Estas inves-
tigaciones encontraron nuevas bandas en nifos na-
cidos después del accidente nuclear y también en
ninos de las tres familias control (18). Considerando
estos resultados, nos planteamos la importancia de
aumentar la cantidad de cebadores ya que los frag-
mentos amplificados pueden ser obtenidos de dis-
tintas regiones del genoma, tanto codificantes como
no codificantes, por lo que frecuentemente no se pue-
de asociar, de manera determinante, un patrén de
bandas con un cierto tipo de dafo.

Elempleo de geles de agarosa al 2 % revelo ser
de gran practicidad para instrumentar esta metodo-
logia en laboratorios de mediana complejidad. Para
aumentar su resolucion se considera, en una siguien-
te etapa, emplear geles de poliacrilamida al 4 % en
condiciones desnaturalizantes.

Conclusiones

La técnica de RAPD aun no es muy empleada
en el andlisis genomico de humanos y mamiferos,
Enlas exposiciones medioambientales a genotéxicos,
las dosis de los agentes quimicos, por lo general,
son muy bajas y por tanto es dificil demostrar que
gsas exposiciones causen cambios heredables.
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La comparacion de los perfiles genéticos abte-
nidos mediante |a técnica de RAPD, permite concluir
que s6lo se observa variabilidad en uno de los trios
estudiados con los cebadores seleccionados para
tal fin. Las secuencias obtenidas de los cebadores
utilizados no detectaron variaciones significativas en
el resto de la poblacion en estudio. Considerando el
tamano de la poblacion analizada y el resultado ha-
|lado, se puede decir que la técnica de RAPD podria
ser de aplicacion practica en la deteccion de marca-
dores que pongan en evidencia dafos a nivel del
ADN en individuos expuestos a genotoxicos. Es sabi-
do que las mutaciones pueden deberse a simples
cambios de bases en la secuencia de un gen 0 a
perdidas de fragmentos mayores. La sustitucion de
una base en la secuencia del cebador podria ser un
artificio vélido para la deteccién de variabilidad
genética, pero para gllo se deberian sintetizar nue-
vos cebadores modificando una base por vez.

El uso de geles de poliacrilamida podria incre-
mentar el poder de resolucion de los fragmentos ob-
tenidos y de esa forma, revelar patrones diferencia-
les con el mismo set de cebadores empleados. Ade-
mas el empleo de nuevos cebadores o combinacio-
nes de ellos, posiblemente permitirian hallar frag-
mentos a los cuales asociar la aparicion de anoma-
lias congénitas.

El uso de RAPD es una herramienta muy (til
para ensayos preeliminares en la determinacidn de
la estructura genética de poblaciones naturales, pero
no provee respuestas claras por si sola, sino que
exige una investigacion mas profunda de las bandas
nuevas o més frecuentemente expresadas, median-
te técnicas de clonado y secuenciacion de las mis-
mas para luego ftratar de identificar las regiones de-
tectadas.
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