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RESUMEN 

Con el objeto de investi~ar~eterogerlei~ad genética en la .va­
riedad infantil de anemia de· FancOn((AFl se realizaron cui\!. 
vos de 1 infocitos de pacientes C:on AF con plasma autólogo,· con 
plasma de otros pacientes con AF y c~~ plas'rna nó1~~aJ~ Se s~rn~. 
braron además linfocitos de un sujeto normal eón pl~sma autó­
logo y con plasma de cada uno de los pacientes AF. Para ca.da 
tipo de cultivo se cuantificó la frecuencia da aberra~fones 
cromosómicas inducidas por MMC. 

:'_,~ ::;;. ' 

Los linfocitos de pacientes con AF cultivados con· plasma 
autólogo mostraron hipersensibilidad a la MMC y una dismiWuc2c 
ción significativa de la frecuencia de aberraciones tnci@Tda~ 
en los cultivos con plasma normal. ·,:". 

Sin embargo, en presencia del plasma de los otros pacie~ 
tes la gran variabilidad en la respuesta de los linfocitos de 
los pacientes con AF a la MMC no permitió demostrar heteroge-· 
neidad genética. Esto pudiera deberse que a pesar de existir 
heterogeneidad genética la metodolog!a empleada no pudiera 
evidenciarla o bien, a que nuestros pacientes correspondieran 
al mismo tipo de AF. 
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l.- ANTECEDENTES. 

1.- Aspectos· el ínicos. 

La Anemia ~e Fanconi .(AF) es una enf~rmedad autosómica 
recesfva, descrito inicialmente por el Dr. GÜld6 Fanconi e~ 

1927, que en general se caracteriza por presentar pancitopenia, 
hiperpigmentación de la piel, retraso en el ¿recimient~. mal­
formaciones esqueléticas principalmente de raaio y pulgares, 
anormalidades renales , genitales y oculares, asi como diver­
sos grados de retraso mental (1,2) (Fig.1). 

En la mayoria de los casos de AF, la presencia y severi­
dad de estas caracteristicas clinicas son extremadamente va­
riables. En primer lugar, la AF cursa con una disminución prQ 
gresiva de las células de la médula ósea, llamada pancitopenia, 
desarrollada generalmente entre los 5 y 9 años de edad (3). 
Esta pancitopenia puede presentarse gradualmente, de tal man~ 
ra que al inicio el paciente parece tener una anemia aislada 
semejante a una leucopenia o trombocitopenia. As! mismo, en 
la serie de células blancas existe una reducción del número 
de granulocitos que puede dar lugar a una linfocitosis. Las 
células rojas también presentan alteraciones tales como eri -
trocitos macrociticos y con una vida media corta (4). 

La sintornatologia hernatológica se presenta de los 17 me­
ses a los 22 años de edad. Generalmente la hemoglobina fetal 
está incrementada y en algunos casos tiene un número reducido 
de eritrocitos y leucocitos, asi corno una disminución en los 
niveles de hexocinasa plaquetaria (2,3,4). 

La hiperpigmentación de la piel es probablemente la carac 
teristica clinica más consistente y aparece corno una fina hi­
permelanosis generalizada, que se presenta antes que las mani­
festaciones hematológicas (5). En los pacientes AF, las peque­
ñas manchas oscuras se presentan más fre~uenternente en el tro~ 

co, pero pueden involucrar la ingle, el cuello y las axilas. 



Fig.1 Talla baja e hiperpigmentación de la piel. 

~ig.2 Alteraciones radiales y de pulgar. 



Ocasionalmente se han··encontrado .·anormal.idades oculares 
tales como microftalmia, ptosis, estrabJsll1o y nistagmus . 

. _.fx is ten taíllbffJ1;_ian-offfi·a1•-~C!ad:es;·:'esq'úe1 ét.ica s, s_i en do 
alteraci'.ón~s de.radio y pulgar .1·~sYlllas'um'porta~tes. Los 
res puede'n{\ie'thipópÚ.sicos :··ruáim~~tafo§s.y;; ausentes y 

las 
pulg~ 

pre -

poplasia ~<a.ús'entia tanto del piimer meúcélrpal. chmo .·dehrádio; 
y aplanamiento del área ten ar (3) (Fig.2)} · .• }} •:• f:>' 

A 1 g unas otras car acter i st i ca s esquelét~c}f~ ~6~o1t~ornurie s 
,,·. -'·e:/'·-.. ~;;,,;;· :t'.;,'.¡W«;:-':~\ .. -.·,·;.:·.;.,/;~·- ·· ':·,_.; - • 

en este sindrome son: sindactilia, disloca~iónt@c()hgéílita'de 

cadera, torcimiento congénito de pies, defdr·m~'é;ró'ri<-d'~/~s;~áp~la, 
osteoporosis y microcefalia (4). f~~i.l~;~~;~~,'.?fL ;: ·. • . 

Aproximadamente la tercera parte de los.~·J!~c':~ntes preseD_ 
tan malformaciones en el tracto urinario que ¿onsisten princ! 
palrnent~ en hipoplasia y agenesia de riñón, ectopia, duplica­
ción del sistema colector y riñón en forma de herradura (3,5). 
También existen algunas alteraciones en los genitales, en el 
hombre, el pene y los testiculos pueden ser pequeños, con ó 
sin criptorqu1dea, mientras que en la mujer se ha observado 
hipoplasia de útero y vagina (4,6,7). 

La mayor1a de los pacientes AF tienen baja talla y peso 
desde el nacimiento, debido a un retraso en el crecimiento in . -
trauterino y al lento crecimiento postnatal provocado por de-
ficiencia de la hormona de crecimiento (5). 

En general la inteligencia de estos pacientes-es normal, 
sin embargo, aproximadamente el 20% de la población con AF 
puede presentar diferentes grados de retraso mental (7). 



2.~ Aspectos 
o '. ·• • , • ~ '· . • :'. -

La anemi.a de Fanconi es un desbrden que gertenece al gru 
po de Síndromes de Inestabilid~d Cro~oÜmi~a;fo~~ad~ por· el­
Sindrome de Bloom, Ataxia f~1'~'g\~Cta;s)a;''X~rciclef~a pig~entosa 
y Disqueratosis congénita entre otras' {a)'.> 

Cltogenéticamente, la AF se caracteriza por presentar una 
elevada frecuencia de aberraciones cromosómicas espontáneas y 
predisposición al desarrollo de leucemias y otras neoplasias 
(9,10,11). La naturaleza del defecto genético en células ~AF 
no se ha establecido claramente, sin embargo, existen algunas 
evidencias que sugieren que la alteración puede deberse a: 

a).- Defecto en la reparación del ADN, probablemente debido a 
deficiencias de enzimas como la ADN-ligasa ó la exonuclea 
sa (12,13,14). 

b).- Deficiencia de enzimas de protección contra radicales ll 
bres generados por el metabolismo del oxigeno, como sup~ 
róxido dismutasa o catalasa (15,16,17,18). 

c).- Alteración en el transporte a través de la envoltura nu­
clear de la topoisomerasa (19,20). 

Por otra parte, se ha observado una elevada susceptibill 
dad de las células AF a algunos agentes mutagénicos: cuando 
los linfocitos de estos pacientes se exponen a agentes alqui­
lantes como la Mitomicina C (MMC) 6 el Diepoxibutano (DEB), 
se induce un aumento de la frecuencia de aberraciones cromosó 
micas significativamente mayor que en las células normales 
( 21'22). 

3.- Mitomicina C (MMC). 

La MMC es un antibiótico que fué aislado por primera vez 
de Streptomyces caespitosus en forma de cristales azul violeta, 
tiene un peso molecular de 334 daltones y es soluble en agua 
y solventes orgánicos (23). 
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Al igual que. otros~compuestos, Ta~MMC- cse~ila-utTnz;rn"o~"­

amp 1 i amente• c~mo age'nte .. qu imioter a peútf co.'-ell''el tratamiento 
de algunos Carcinomas (cor~zón, intésÚ~o,> cÓlon y estómago) 
(24) y. se há ~stabJecido que-~s ~lt~~~ríte. mu;tagéni~o{y- Cíasto .·. 
génico (1o,:d-}s,26). --- ::· ·- ·· .• ffr .. ;; 

,,;;.'. . 

Qu im i camente, la MMC -es. un :~~g~fi\:'•,a}~u}'ía~;J.ej.J~~e--ccÍn~i~ne 
,azir.idi.~ª;' eL.ca_rbamáto tres 

y la quinona: 

o 

' .,/: --"~->~·, .. 

o 
CH 2.;o-C-NH 2 

Fig.3 Estructura de la Mitomicina C. 

Toda una serie de estudios han determinado que en una SQ 

la célula, el principal blanco de acción de la MMC es el Acido 
desoxirribonucleico (ADN). En diversos tipos de ADN, la MMC 
induce la formación de uniones covalentes cruzadas intra e in 
tercatenarias, que dependen directamente de la composición de 
bases. Así mismo, actúa como inhibidor de la sintesis de ADN 
en la fase S del ciclo celular (23,27). 

La mayor parte de estos compuestos son poderosos agentes 
alquilantes únicamente cuando son activados. El mecanismo de 
acción por medio del cual la MMC interactúa con el ADN es el 
siguiente: 

Inicialmente, la MMC se reduce a un radical semiquinona, 
en presencia de NADPH, que se une de forma no covalente al 
ADN. Posteriormente se reduce a hidroquinona, se pierde una 
molécula de metanol y se forma hidroquinona aziridinomitoseno 
altamente activa que e5 Lapaz de unirse al ADN covalentemente 
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En esta molécula, .la aziridin~ qu~da e.ornó un anillo abierto 
en el ca.rbono 1 y se pierde 'el, s'lisfiJuY:ente .·c.arbamoiloxi del 
carbono 1Q, debido a estas cafad'ter.{St.ita's; á la MMC se Je de 

' , .... ,_,,,. .:-·-'" ··"'·' . . -
nomina agente al qui 1 ante bÍre§uc~or;;:? EÚ,o,s. dos grupos a lqu i - . 
lantes altamente .reactivos;f¡¡Sil¡i}i(QHpt~··la. forma.ción ... de. 
uniones covalentes cruzadas'corno7Üai.;a(quilaciM de bases del 

::: · ,:': ::::: 1 :::::, ·: 1::,~~t~i~zl!~1; .~::::;: :~ ·~1 ~:i' ::: 
bablemente sean los causan'i'e~·~·~d~f¡'~~ aberracion~s cromosómi-: 

'.<·.·; ;·~:\,'_ 
cas (27), (Fig.4). , .. ··• 

Existen también algun:¿/:.mutágenos fisicos tales como los 
rayos gamma (Y) y muy prob~bl~mente altas dosis de luz ultra­
violeta (UV), que causan un mayor dafio en 1as células AF que 
en las normales (21,22). 

En general, el diagnóstico de la enfermedad es en ocasio 
nes dificil, debi~o a que presenta una gran diversidad fenoti 
pica y la frecuencia de aberraciones espontáneas puede no ser 
lo suficientemente elevada para apoyarlo, por lo cual, diver­
sos autores han utilizado el tratamiento con agentes alquila~ 
tes para detectar la enfermedad y dar asesoramiento genético 
(28,29,30,31) o bien para hacer diagnóstico prenatal (32,33). 

3.- Heterogeneidad genética. 

El análisis de la herencia de un padecimiento seria más 
sencillo, si un genotipo dado se expresara siempre de la mi~ 
ma forma en todos los individuos. Sin embargo, los estudios 
cllnicos de individuos afectados con algunas enfermedades han 
demostrado, muy a menudo, que lo que parece ser el mismo pad~ 

cimiento es en realidad un grupo de individuos con diferentes 
mutaciones que pueden producir un cuadro cllnico similar, lo 
cual significa que son genéticamente heterogéneos. 

Asi, la heterogeneidad ocurre cuando un fenotipo cllnico 
o bioqulmico particular puede ser producido por más de un ge­
notipo. Tal heterogeneidad genética puede resultar de diferen 
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Fig.4 Mecanismo de acción de la MMC. 



tes mutaciones. en un sólo,locus ó bien de alelos mutantes en 
loci dif~re~tes. :p(i~ e]~mpro¡;;s~,hah des2Y.ito 1118s .de 40 var\a!l 
tes i nestal5les-de lá'hemo~.looi'ñ a;iCad a un a con diferente a nor 
~al idad·estructurú>~n:;;,'¡~ ·~aci'~na·¿polipeptidica. Cada .una de -

·el rad·.e~!deb\'da'~ l.1~~'~\tirefi't{.mutaci.ón en el locus genético 
que codWic'a ·paril'riarCa'denas de .la hemoglobina y el fenotipo 
cffni~o'.en'·fo:dosYlos'.caso{estli caracterizado por la presencia 
de anemia hemoliti~a'~~ónica (34,35)~ . ',.,, ·- , .. - , .. 

Es· muy· l~po~~ante identificar la heterogeneidad genética 
de un padeci~ient~. tanto para el diagnóstico clinico como pa 

: -- :; -
ra proportionar Un asesoramiento genético adecuado. Por ejem­
plo, en el ~asb de la sordera profunda congénita, que puede 
ser producida ya sea por genes autosómicos dominantes, autos~ 

micos rece si vos 6 ligados al X, el riesgo de recurrenc ia de 
alteración en cada caso es muy diferente (36,37). 

En. los pacientes con anemia de Fanconi, se ha observado 
una gran variabilidad tanto cl!nica como a nivel de la respue.~ 

ta al efecto clastogénico de la MMC (29,31), lo cual sugiere 
la existencia de heterogeneidad genética en este padecimiento. 

La heterogeneidad genética se pone de manifiesto a través 
de los estudios de ligamiento, de los patrones de herencia, 
con la exploración clinica de los pacientes y muy recienteme!l 
te, por medio de diferentes métodos a nivel celular y molecu-
1 ar. 

Zawrzewski y Sperling en 1980 (38) utilizaron la técnica 
de hibridación celular: fusionaron células somliticas de dos 
pacientes con diferentes formas fenotipicas de AF y observaron 
complementación entre ellos, con lo cual demostraron por pri­
mera vez la existencia de heterogeneidad genética en esta en­
tidad. 

Por otra parte, Carnevale y Frias en 1985 (39), demostr! 
ron que tanto en cultivos AF con plasma normal como en cocul­
tivos de células normales y AF no se observó una disminución 
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de las aberraciones~crómcisólliiéas·espontJneas, sin··ernbargo7°_s_u 

:::1::::',¡:~11~1~~'.ú~i;¡{;r ;;;tt ~i~'~·":",, .•. l" 
di smi-~i:fa~u1~:6~-ª:r:~f ~·~::'f~~!:~t:f~~·~it~:fI;~-;~i,frt~::~:·:~'~·: 0 ~F 
cocultfvados-con ·célula\; riorm-~les; m'ie'll'tfa's~tjúe~'za¡¿rzf~iski y 
Sperling (46) al igual que Carn~val~ y:fri~s:,-'(.:igj 'no e~c~ntra 

- . . _.' .. __ ,,, .··,, .-,·····---""-:.--

ron efecto de complementación al análizar•;las aber:raciones ,e~ 
pontAneas, pero observaron una disminución significativac de. 
la respuesta a la MMC en los cocultivos. En un experimento'de 
hibridación celular entre fibroblastos AF y normales, Yoshida 
(41) obtuvo niveles normales de la frecuencia de aberraciones 
tanto espontAneas como inducidas en las células hibridas (41). 

Con los resultados de estas investigaciones se ha propue~ 

to que la evidente inestabilidad cromosómica de las células AF 
refleja-claramente un defecto intrinseco y se ha sugerido la 
existencia en las células normales, de un factor difusible, 
capaz de corregir dicha inestabilidad y por lo tanto de reall 
zar complementación. El efecto es mAs completo en las células 
hibridas mientras que en los cocultivos parece ser mAs eviden 
te cuando se exponen las células a la acción de la MMC. 

Este tipo de sistemas proporciona una metodolog!a para 
estudiar la heterogeneidad genética que se ha sospechado por 
la variabilidad tanto clinica como de la respuesta a la acción 
de la MMC, que presentan las células de diferentes pacientes 
de AF (29,39). 

Es importante señalar que de los métodos utilizados en 
estas investigaciones, tanto la hibridación celular como la 
cocultivación tienen el inconveniente de que si los pacientes 
que se pretenden estudiar son del mismo sexo y ademAs sus cr~ 

mosomas no muestran ningún polimorfismo caracteristico, no se 
pueden las metafases de uno y del otro. Por consiguiente, la 

complementación de cultivos AF con plasma normal proporciona 
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un método sendlló.para ·e1 estudi.o de la heterogeneidad gené'­
tica en· anemia.de Fanconi/-~ }):,;e 

,,. ~' ' . .- ->;~.;',' :·~:':::-; ;. 

En ~n T~ab~j() ~¡i~tttk S·E{a17i'zá-do '~ll: nuistr() ·1 a borato r i o' 
Frias y Carnevale (31) e~tJ'dia}on?·a:tres pacientes con AF, 
dos de ello~ (hér~~nos) ·µ¡.;~~e~hoBn:~n:ormalidades radiales P! 
ro debido a su corta edad ·~ari'no''~reseritaban manifestaciones 
hematológicas y otro cursaba é:on'pancitopenia y discretas al­
teraciones radiales. Al utilizar, en estos sujetos, la prueba 
de MMC, a una concentración de 80ng/ml de cultivo se observó 
una respuesta al mutágeno muy diferente: en los dos pacientes 
que eran hermanos, se encontró que sus células reaccionaban 
ante la MMC con un daño cromosómico de tal magnitud, que las 
aberraciones fueron incontables; mientras que el tercer niño 
presentó 5.2 aberraciones por célula en presencia de MMC, lo 
cual representa aproximadamente 10 veces el valor encontrado 
para las células nor~ales. Esta variabilidad clinica y citog! 
nética sugirió la existencia de heterogeneidad genética en 
estos pacientes. 

En la actualidad, con las evidencias aportadas por este 
tipo de investigaciones citogenéticas asi como las que se han 
realizado directamente sobre el ADN y el metabolismo celular, 
se han propuesto 3 mecanismos moleculares en esta enfermedad: 
un defecto en la reparación del ADN, una deficiencia de enzi­
mas de protección contra radicales libres y una alteración en 
el transporte de la topoisomerasa (14,15,19). Por tanto, el 
determinar la existencia de heterogeneidad genética en anemia 
de Fanconi es relevante, porque, en un futuro, probablemente 
se pueda demostrar que diversos genotipos son capaces de pro­
ducir un fenotipo similar mediante mecanismos moleculares di­
ferentes. 

11.- OBJETIVO. 

Demostrar si existe heterogeneidad genática en tres pa -
cientes con anemia de Fanconi, cuyo cuadro clinico y susceptl 
bilidad a la MMC es diferente. 
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- HIPOTESIS . 

. Si• lo~ p,~cienies~o~:formas dJf~rentes de anemia de Fan­
coni, entonc.es·sé obsérvará·'úna•aisrriiJ1ución~:.de las• aber+aCio 
nes cromosómi~a~- in~ci~C:iMs por '1 a MMG;eri~las-célul as .ú>u1i p~ 
ciente \ú1\ir~dai én p·res~nci a ; de 

IV. - MATER!Al.:.):y;:METODOS. 
'•,\>. .:·.• -·-·- -- - '·· .. -

Eh e{?grupó.d~ estudio se incÍuy.erOn trÚpa~i~ntes con 
AF y .ún~sufeto normal. La descripción cllnica de los cuatro 
individuos es la siguiente: 

Caso .1. Masculino de 4 años con talla baja, retraso psicomotor 
moderado, hipoplasia radial bilateral, ausencia del 
pulgar izquierdo e hipersensibilidad a la MMC (80ng/~l) 

con aberraciones cromosómicas incontables (Fig.5). Al 
momento del diagnóstico no presentaba anemia aplástica, 
sin embargo la desarrolló posteriormente. 

Caso 2. Masculino de 6 años, hermano del caso 1, con talla b~ 
ja, retraso psicomotor moderado, hipoplasia de pene, 
testiculos pequeños retráctiles e hipersensibilidad a 
la MMC (80ng/ml) con aberraciones cromosómicas incon­
tables. Al igual que el hermano desarrolló alteracio­
nes hematológicas posteriormente al diagnóstico. 

Caso 3. Masculino de f3 años con anemia aplástica desde los 
6 años, talla baja, desarrollo psicomotor normal, di~ 

creta hipoplasia de pulgares y respuesta hipersensible 
a la MMC (80ng/ml) con un promedio de 5.2 aberraciones 
por célula (Fig.6). 

El individuo sano era masculino de 9 años con autori­
zación voluntaria para cooperar en el estudio. 
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Fig.5. La figura muestra una metafase del cultivo de linfocitos 
del paciente 1 con mútliples aberraciones cromosómicas 
inducidas por la MMC. 

J 

I 

1 ,, 

Fig.6. En esta figura se observa una metcfase del cultivo de 
linfocitos del paciente 3; las flechas indican las 
rupturas cromatldicas y las figuras radiales inducidas 
por la MMC. 
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1.- Separ,ación .de células y plasma. 

De cad incfivlduó, sé obtúvo,una muestra de 10 ml de san 
· gre perifé~i6a~en:'unk-J~rr~ga"hep:~ri,niiada. Cada muestra se 
colocó e'ii tJbos' d~"en~ayé cisd'rn'es;y se cent.ri fugaron a 400g 
durant~ fo ÍninÜtosi pos\éPior~~nte, .con pipetas estériles se 
separó elpiasma yl'as células dé'cada muestra. 

2.- Siembra de sangre completa~ 

Se prepararon cultivos de linfocitos en condiciones~s­
tériles de la siguiente manera: en frascos tipo antibiótico 
de 60 ml, se agregaron 4.5 ml de medio McCoy's 5a. modificado, 
0.25 ml de fitohemaglutinina, 0.02 ml de antibiótico (perici­
lina-estreptomicina), 0.4 ml de sangre heparinizada y 1 ml 
del plasma correspondiente. La adición del 20% de plasma au­
tólogo ó heterólogo en cada cultivo se realizó para observar 
si exfstla algún efecto de complementación en las células AF. 

Para cada sujeto se sembraron 4 cultivos en los cuales 
la adición de plasma se realizó de la siguiente manera: 

cultivo con 1ml de plasma aut6logo 

Paciente 1 cultivo con 1ml de plasma heter6logo 2 (Pac.2) 
cultivo con 1ml de plasma heterólogo 3 (Pac.3) 
cultivo con 1ml de plasma heter6logo (sano) 

1 cultivo con 1r..l de plasma aut6logo 

Paciente.2 cultivo con 1ml de plasma heterólogo (Pac.1) 
cultivo con 1ml de plasma heter6logo 3 (Pac.3) 
cultivo con 1ml de plasma heter6logo (sano) 

cultivo con 1ml de plasma autólogo 

Paciente 3 cultivo con 1ml de plasma heterólogo (Pac. 1) 
cultivo con 1ml de plasma heter6logo 2 (Pac.2) 
cultivo con 1ml de plasma heterólogo (sano) 

cultivo con 1ml de plasma autólogo 
cultivo con 1ml de plasma heterólogo 1 (P.ac.1) 

Sujeto sano cu! ti vo con 1ml de plasma heter6logo 2 (Pac.2) 

1 cultivo con 1ml de plasma heterólogo 3 (Pac.3) 
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Todos Íos.cülti.vos'.se sembraron por duplicado, se incu~ 
; < .... ·· . : ·' . "·· ····o .. :::·. .... :. . ·:: .··.·. ·: . ··.:e ..• , .. •··· .·• . 

baron durante·n hor~s.a n C y se mántÜVier~n en presencia 
de 40ng.de MMC/ml durante las últimas 24 hora~ ·;:fe·c'últ.ivo; 

Transcurridoel tiempo de incubación, se procedió a co­
sechar los cultivos de acuerdo a la técnica de ··Moorhead y C.Q. 

laboradores (42). La cosecha de los linfocitos se inició al 
agregar a cada cultivo 0.2ml de colchicina a una concentra -· 
ción de 1mg/ml y se incubaron durante una hora a 37°C; post~ 
riormente, se vaciaron los cultivos a tubos de ensaye para 
centrifugarlos a 400g durante 10 min., se desechó el sobre­
nadante y al paquete celular se le aplicó un tratamiento hi­
potónico con Sml de KCl 0.075 M durante 10 min. a 37°c. Ense 
guida, todos los cultivos se volvieron a centrifugar en las 
condiciones ya mencionadas; se desechó el sobrenadante y se 
agregaron a cada tubo Sml de fijador (alcohol met!lico: áci­
do acético 3:1). Se dejó actuar el fijador durante 10 min. y 
nuevamente se volvieron a centrifugar de la misma manera. Por 
último se realizaron varios cambios de fijador hasta que el 
sobrenadante quedó transparente y el paquete celular blanco. 

Las preparaciones se hicieron por medio de goteo del p~ 

quete celular en portaobjetos limpios y sumergidos en agua 
fria y se fijaron con calor. Después se tifteron con Wrigth al 
50% y Giemsa al 5% durante 5 minutos respectivamente. 

Todas las laminillas fueron codificadas por una persona 
ajena al estudio con el fin de realizar el análisis a ciegas. 

Se analizaron 50 metafases por cada tipo de cultivo en 
un microscopio Carl-Zeiss y en cada célula se cuantificó el 
número de aberraciones cromos6micas agrupándolas en 4 categQ 
r!as: fracturas cromat1dicas y cromosómicas, fragmentos acé~ 

trices y céntricos, anillos, cromosomas dicéntricos y por Ol 
timo figuras radiales (Fig.7). 

Para el análisis estad!stico de los resultados se utili 
zó la prueba de Steel Dwass (1968)(43) de intervalos para 
comparaciones múltiples y x2 de proporciones. 
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F R A C T U R A S F R A G M E N T O S 

6, A: 
Cromatidicas Cromosómicas Céntricos Acéntricos 

F I G U R A S R A O I A L E S 

,,, 
O) ~ 1) t': t: i: , 

Anillos Dicéntricos Trirradios Tetrar,'adios 

Fig.7 Tipos de Aberraciones Cromosómicas 
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V.- RESULTADOS. 
e,~. . - \ 

Cómo'.~é puede observar en e'i cuadro 1, los cultivos 

:::I;',~~~ti~¡~r~; ¡':¡:~".: ;t~::~;': ,~·,:::~,~~ ¡:n;;,,;fü::::. 
taran .2'.:2.6. (.3a·iYi.2.64·.cie a.berraciones porcéluta. respec-

t i.va~e9.té\i~(9:p}~qn.9~(~d.~>M~f .~ºr•~ i li ll}rº~.d~3s .. ~J.Ú;X()~Y .t~s 
cé !ul a s;'ríoYmales) :füv i~ronuñ a f recuenci~· der•O:'i16{con~l a• 
mi sni~ c'oñ'C'erit'fa2'i'g~'•.:de"··MMC. . . . . 

0 

.· ~'··; :.~.; •• ·' • 

. · En>cüa nti f< 1 a's cu 1 ti vós que. e rec i éron:en '.P;·esenci él. 
de plasma lleterólogo, se observó lo siguiente: 

Al adicionar plasma normal a las células de los p~ -
cientes, se encontró un efecto de coffi~lementación; como.ya 
se habia·observado anteriormente (39), que se manifeitó 
como.una disminución de aberraciones cromosómicas est~dis­

ticamente significativa (p.C:.0.001) en todos los casos 
(Cuadro 1). 

En .10 que se refiere a la adición de plasma AF hete­
rólogo a las células AF, se observó una respuesta altamerr 
te variable: en el paciente 3 cuando se agregó el plasma 
de los pacientes 1 y 2, la disminución de aberraciones fué 
comparable a la observada con el plasma nor~al (Fig.8). 
En el paciente 2 no se encontró complementación ni con el 
plasma del caso 1 ni con el del 3 (Fig.9}. En el paciente 
1 no se modificó la frecuencia de aberraciones cuando se 
cultivó con plasma 3, pero mostró una disminución signifl 
cativa (p<0.01) de aberraciones en presencia del plasma 
de su hermano, (Fig.10). Esta última respuesta, no está 
de acuerdo a lo esperado, ya que los pacientes 1 y 2 son 
hermanos y por lo tanto los genes afectados son los mismos. 

Es importante hacer notar que respecto al paciente 3, 
sus células son capaces de realizar complementación con 
otros plasmas pero su plasma no puede hacer complementación 
con otras células. 



. - f7 ···~ 

.. ,·. 

E~ ra flguf~ ·11 se obs;~rv;c c¡Ü'.e"\as '.células noroiales 
no ihc reméritaron si'9n iJ i'caffvá~enfé·+~ u 'fl".edtienc i adeaberr~ 
ciones cromos.óin1casc0n :1a·a.di~t~ión\d,~'.plas~~ del pacien.te 
1 y 2, sin.elnbar'go ~on ei•'pl~as~ai:~'.csys·~··encontró un aumen 
to significativo (X =9.01, p<.0'.005) .. 

En general, en la tabla 1 donde se presentan los po~ 

centajes de los diferentes tipos de aberraciones cromosóml 
cas ~on respecto al número total de aberraciones, se puede 
observar que en todos los casos la mayor parte de las abe­
rraciones observadas correspondieron a fracturas; sin embar 
go, a excepción de los cultivos del sujeto sano, en todos 
los cultivos de células de AF (suplementados con plasma au­
tólogo 6 heterólogo) siempre se presentaron figuras radia­
les, lo cual era de esperarse ya que este rearreglo cromo­
sómico es una caracteristica citogenética en la Anemia de 
Fanccini. 



,, 

...J 

.,,, 

"..> 

* PACIENTE 1 

c 
* PACIENTE 1 2.26 

* PACIENTE 2 2.56 

PACIENTE 3 0.92 

NORMAL 0.24 

* PACIENTE 1 y 2 SON HERMANOS 

C CONTROL 
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C U .A O R O 

P L A S M A 

* PACIENTE 2 PACIENTE 3 NORMAL 

. 1~.08 -~. ..~; 2.96 0.60 .. 
. · . , ... • .. 

. ·,:· ... 
c 

4~38 1 3.78 0.36 

c 
0.66 2.64 1.02 

c 
0.38 0.68 0.16 

Cuadro 1. Los datos de este cuadro representan las frecuencias de aberraciones 
cromosómicas por célula en 50 metafases analizadas. 
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Fig.B. Las gráficas muestran la distribución de aberraciones cromosómicas inducidas por 
MMC en los cultivos de linfocitos del paciente 3 suplementados con plasma autólogo 
normal y del paciente 1 y 2. 
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Fig.9. Las gráficas muestran la distribución de aberraciones cromosómicas inducidas por 
MMC en los cultivos de linfocitos del paciente 2 suplementados con plasma autólogo 
normal y del paciente 1 y 3. 
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Fig. 10. Las graficas muestran la distribJción de aberraciones cromosómicas inducidas por 
MMC en los cultivos de linfocitos del paciente 1 suplementados con plasma autólogo, 
normal y del paciente 2 y 3. 
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Fig. 11. Las graficas muestran la distribución de aberraciones cromosómicas inducidas por 
MMC en los cultivus de linfocitos del sujeto sano suplementados con plasma autó­
logo, del paciente 1, 2 y 3. 
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T A B L A 

CULTIVOS TIPOS .DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS 
·- .·. .. 

% Fragm~ntós 
. 

Células + Plasma % Fracturas · 3 Anfffos y oTcéntricos 3 Figuras % Otros 
" - - ~-- .. 

; .... . :· :"• 

Paciente 1 + autúlogo 53.58 
.·· .•... •'.() 

37 .16; 2.68 

Paciente 1 + heterólogo 2 55.56 . 3.70 35.18 o 
Paciente + heterólogo 3 56.76 12.16 . 0.68 30.40 o 
Paciente 1 + normal 66.66 3.32 o 30.0 o 

Paciente 2 + autólogo 47.94 7.30 o 10.50 34.26 

Paciem;e 2 + heteró l ogo 81.39 2.33 o 16.28 o 
Paciente 2 + i1eter6logo 3 79.37 6.88 o 13.76 o 
Paci.ente 2 + normal 72.22 5.56 o 22.22 o 

Paciente 3 + autólogo 75.76 5.30 o 18.94 o 
N 

Paciente 3 + heterólogo 73.91 2.17 o 23.91 o w 

Paciente 3 + heterólogo 2 87.88 o o. 12.12 o 
Paciente 3 + normal 72,55 o o 27.45 o 

Sujeto sano + autólogo 100.00 o o o o 
Sujeto sano + heterólogo 83.33 16.66 o o o 
Sujeto sano + heterólogo 2 78.95 15.78 o o 5.27 
Sujeto sano + heterólogo 3 97.06 2.94 o o o 

* Los datos que se muestran en esta tabla representan los porcentajes de los diferentes tipos de aberraciones 
cromosómicas con respecto al número total de aberraciones observadas en cada cultivo. 
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VI. -DISCUSION Y éONClUSIONES • 

.. Los resultad8s'.111Uestrári que en todos los casos de Ane 
rnia de Fantoni, i~ f~~cl!enciá de aberraciones crornosórnicas 
inducidas ~or>t1MC fu"é s\gnificativarnente mayor que en los 
controles ~or~~r~~ Jd>cu~l demuestra una vez rn8s que la 
respuesta a la''MMC es una caracteristica que permite apoyar 
y corroborar el'dla~nóstico de Anemia de Fanconi (30,31). 

Es evidente que la adición de plasma normal modifica 
la respuesta a la MMC disminuyendo significativamente la 
la frecuenciá de aberraciones crornosórnicas en las células 
de los tres pacientes, lo cual est8 de acuerdo con la exi! 
tencia de un factor difusible, presente en el plasma normal, 
capaz de dis~inuir la susceptibilidad a la MMC y por lo ta~ 
to de realizar complementación. Estos hallazgos sugieren 
que.en el plasma de las células normales pueden existir 
productos génicos que son indispensables para la reparación 
del ADN y que en el caso de las células AF, éstos productos 
pueden estar inactivos, modificados ó ausentes y por consi­
guiente no son capaces de reparar por si mismas el daño in 
ducido por la MMC. 

Por otra parte, en este experimento se observó que la 
presencia del plasma ~F del paciente 1 y 2 no incrementó 
la frecuencia de aberraciones crornosórnicas espontáneas ni 
modificó la respuesta a la MMC de las células normales.lo 
cual sugiere que no existe un factor clastogénico en el 
plasma AF. Sin embargo, al cultivar células normales con el 
plasma del paciente 3, a pesar de haber encontrado una ele­
vada frecuencia de aberraciones crornosórnicas (0.68), no p~ 

rece que exista un efecto clastogénico ya que la mayor parte 
de las aberraciones observadas fueron fracturas crornatidi­
cas y cromosómicas (tabla 1) y no se encontraron rearreglos 
complejos. Por está razón y por el hecho de que hasta el mo­
mento no se ha de~ostrado que las células de AF produzcan 
un factor clastogénico como se ha observado en el Sindrorne 
de Bloom (44) y en Ataxia telagiectasia (45) y corno han su 
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gcorido Zakrzews~i-y s~e~Fing (1!6) ak-&cl1rti\l'.arC;fibrobla~­
tos de paci~nte~ AF eón célclilas de ovanfo -de hamster chino, 
''' desconoce a que :se debe el que .1 a frecÚenCi a de aberra­
c!.ones cromosómicas observadas'con el p}as~a 3 sea mayor 
q11e en el control pero es probable que este hallazgo sea 
c~usado por el azar. 

Ahora bien, para demostrar heterogeneidad genética en 
este trabajo, los resultados teóricos deberlan indicar efe~ 
to de complementación entre el paciente 3 con 1 y 2, si se 
supone que los genes involucrados son diferentes y ningún 
efecto entre los casos 1 y 2, ya que son hermanos, y por lo 
tanto los genes afectados son los mismos. Sin embargo, esto 
no se demostró y en su lugar se encontró una gran variabi­
lidad en la respuesta de los linfocitos AF a la MMC en pr! 
sencia del plasma de los otros pacientes. 

En este trabajo llaman la atención dos datos que no 
apoj~n la hipótesis planteada: por una parte, de una manera 
contraria a lo que se esperaba, se observó que el plasma 
del paciente 2 complementó con las células de su hermano; 
y por otra, en el paciente 3, aunque sus células compleme~ 
taran con el plasma 1 y 2, lo cual apoya la posibilidad de 
heterogeneidad genética, su plasma no fué capaz de disminuir 
la frecuencia de aberraciones cromosómicas de las células 
de los otros pacientes con AF 

Hasta el momento, solamente se ha demostrado heterog! 
neidad genética en AF mediante el análisis de complementa­
ción por fusión celular y se han identificado claramente 
do3 grupos de AF, ya sea por análisis de aberraciones cro­
mosómicas espontáneas e inducidas con MMC y DEB (38) o por 
medición de la inhibición del crecimiento celular y de la 
slntesis de ADN en células expuestas a 8-metoxipsoralen 
(8-MOP) y radiación ultravioleta (49). 

A pesar de que hasta ahora no se conocen los eventos 
moleculares que condu~en a la complementación, es claro que 
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este efecto es.cle~()st,ral:Jr·e 'en cé!Ulas hibridas que implicán 
1 a presenc i ~'de 'aflll:Jos 

0

g~~omas .' 
... ~.. ' ' 

En este;tr~bajo; con la metodología de adiel6JÍ de plas­
ma no pudd.ponerse en evidencia el efecto de 0 ¿omple~entación, 
si~ e~b~rgo, esto puede explicarse de dbs for~ás} '. 

1) .- La primera seria considerar la posibilida.dde que los 
genes afectados de nuestros pacientes fueran diferen­
tes y que sus células (6 uno de los dos tipos celula­
res) no fueran capaces de producir un factor difusible 
que realice complementación. En este caso, aunque exis 
tiera heterogeneidad genética esta metodologia no se­
ria la adecuada para ponerla en evidencia. 

2).- La segunda posibilidad es que en realidad no exista 
hetarogeneidad genética entre estos pacientes con AF. 

En relación a la primera posibilidad, aunque podrian 
estar de acuerdo los resultados que corresponden a las cé­
lulas y plasma del paciente 3, la complementación que se 
encontró en las células y en el plasma de los pacientes 1 
y 2 hacen pensar que la discordancia entre los resultados 
observados y los esperados se deben a la gran variabilidad 
de la respuesta de las células estudiadas. 

Hasta la fecha sólo se ha demostrado la existencia de 
dos tipos de AF que complementan uno con otro: Zakrzewski 
y Sperling (1980) encontraron una forma adulta de AF en la 
cual las manifestaciones hematológicas se inician en la se­
gunda década y una forma infantil que comprende un gran nú­
mero de casos entre los cuales los experimentos por hibri­
dación celular no han demostrado efecto de complementación 
(38). Por otra parte, en un estudio independiente, Mousta­
cchi y Diatloff-Zito demostraron un efecto de complementa­
tión en los fibroblastos de pacientes de diferentes orige-



ne s geográficos ( 50 ~52) por nied io ,~e 9tr,o Ji po de ccua_nt i f i­
c ac iones, pOr tanto, ca be la pos ib ilidadi;qu,e eitsta f1 más de 
dos grupos de complementación' éoino:en> e,l?~~sq;c;de';)a{ .Otras 
enfermedades de in e st ab i l id ad e romO s6ffi i C:~'-~~:-~~~;tt. -·:T~<,: "~.--.·." 

Ahora bien, de acuerdo a los haÚél~~5b'ti~d,~t~Y~~~lew~ki 
y Sperling, los tres pacientes que se;e~t\.í<l\ar-on{aqui, co­
rresponden a la variedad infantil, ya q~'fci~s~;~~ollaron 
aplasia medular antes de los 8 años por lo cual es más prg_ 
bable que se trate del mismo gen AF con variabilidad en la 
expresión clinica y citogenética. 

Por último.es importante señalar que es necesaria la 
realización de nuevos estudios a nivel celular y molecular 
que permitan explicar la causa de la variabilidad en AF y 
demostrar a través de la correlación de los hallazgos cli­
nicos y citogenéticos la existencia de variantes en el gr~ 
po infantil de AF. 
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