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Con el
riédad
vos de
plasma
braron
logo y

con plasma de cada uno de los pac1entes AF
tipo de cultivo se cuantificé la- frecuenc1a de.- aberrac1ones
cromosémicas inducidas por MMC.

Los linfocitos de pacientes con AF cultlvados
aut6logo mostraron hipersensibilidad a la MMC- y. un‘
ci6én significativa de la frecuencia de aberra;xoqe
en los cultivos con plasma normal.

Sin embargo, en presencia del plasma de los otros pacieg
tes la gran variabilidad en la respuesta de los linfocitos de
los pacientes con AF a la MMC no permiti6 demostrar heteroge-
neidad genética. Esto pudiera deberse que a pesar de existir
heterogeneidad genética la metodologfa empleada no pudiera
evidenciarla o bien, a que nuestros pacientes correspondieran
al mismo tipo de AF.
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I - ANF:CEDENTES

- Aspectos CllﬂlCOS

‘La Anemia de Fanconi . (AF) es una enfermedad autosbmlca
rece51Va, descrito inicialmente por el Dr; G"do Fanc0n1 en
41927, ‘que en general se caracteriza por presentaf panc1topen1a
hiperpigmentaci6n de la piel, retraso en el crec1m1ento, mal-
formaciones esqueléticas princ1pa1mente de,rqdlowy pulgares,
anormalidades renales , genitales y ocUlareS;”asi como diver-
sos grados de retraso mental (1,2) (Fig.1).

En la mayor{a 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 disminucién pro
gresiva de las células de la médula 6sea, llamada pancitopenia,
desarrollada generalmente entre los 5 y 9 afios de edad (3).
Esta pancitopenia puede presentarse gradualmente, de tal mane
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 reduccién del ndmero
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 sintomatologfia hematolégica se presenta de los 17 me-
ses a los 22 afios de edad. Generalmente la hemoglobina fetal
estd incrementada y en algunos casos tiene un namero reducido
de eritrocitos y leucocitos, asf como una disminucién en los
niveles de hexocinasa plaquetaria (2,3,4).

La hiperpigmentaci6én de la piel es probablemente la carac
teristica clinica més consistente y aparece como una fina hi-
permelanosis generalizada, que se presenta antes que las mani-
festaciones hematolégicas (5). En los pacientes AF, las peque-
flas manchas oscuras se presentan mas frecuentemente en el tron
co, pero pueden involucrar la ingle, el cuello y las axilas.
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Fig.1 Talla baja e hiperpigmentacidn de la piel.




51endo las. -

po tantes Los. pulga

osteopor051s y microcefalia (4).

“Aproximadamente la tercera parté*d
tan malformaciones en el tracto urxnari»:que con51sten pr1nc1
palmente en hipoplasia y agenesia’ de rlﬁén, ectopla, duplxca-
cién del sistema colector y rifiébnien:forma de herradura (3,5).
También existen algunas alteraciones-en los genitales, en el’
hombre, el pene y los testiculos pueden ser pequefios, con 6
sin criptorquidea, mientras que en la mujer se ha observado
hipoplasia de Gtero y vagina (4,6,7).

La mayorfa de los pacientes AF tienen baja talla yvpeéo
desde el nacimiento, debido a un retraso en el crecim{gntd 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 poblacibn con AF
puede presentar diferentes grados de retraso mental (7).



y Disqueratosis congénlta entre

Citogenéticamente, la AF se caract "” . or‘presentar una
elevada frecuencia de aberraciones cromosémlcas esponténeas y
predisposicién al desarrollo de leucemlas y otras neoplasias
{(9,10,11). La naturaleza del defecto genético en células AAF
no se ha establecido claramente, sin embargo, existen algunas
evidencias que sugieren que la alteracidn puede deberse a:

a).- Defecto en la reparaci6én del ADN, probablemente debido a
deficiencias de enzimas como l1a ADN-ligasa 6 la exonuclea
sa (12,13,14).

b}.- Deficiencia de enzimas de protecci6n contra radicales 11
bres generados por el metabolismo del oxigeno, como supe
réxido dismutasa o catalasa (15,16,17,18).

c).- Alteraci6n en el transporte a través de la envoltura nu-
clear de la topoisomerasa {19,20).

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

3.- Mitomicina C (MMC).

La MMC es un antibi6tico 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 orgdnicos (23).




Al ;gual que’otros compuestos.

g gémco (1o 23,25 '2‘6)

Quimlcamente. la MM
tres:grupos potenc1a1mente
y ‘la.quinona:

Fig.3 Estructura de la Mitomicina'b.

Toda una serie de estudios han determinado que en una so
la célula, el principal blanco de accién de la MMC es el Acido
desoxirribonucleico (ADN). En diversos tipos de ADN, la MMC
induce la formaci6n de uniones covalentes cruzadas intra e in
tercatenarias, que dependen directamente de la composicibn de
bases. Asi mismo, actGa 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 Gnicamente cuando son activados. El mecanismo de
accién por medio del cual la MMC interactGa 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 es capaz de unirse al ADN covalentemente



En esta molécula la azxrldl a

dos: érupos alqu1‘-:f

“nomina agente alquxlantevb;
; la formacién

“lantes altamente reactivo
uniones covalentes cruzadas
ADN, principalmente,en'ﬂh
les de alguna maneréia}te
bablemente sean los causal
cas (27), (Fig;4). ‘

Existen también'algunos _utagenos fis1cos tales como - los
rayos gamma (Y) y muy probablemente altas dosis de luz ultra--
violeta (UV), que causan un mayor dafio en las células AF que
en las normales (21,22). '

En general, el diagnéstico de la enfermedad es en ocasio
nes dificil, debido a que presenta una gran diversidad fenotf
pica y la frecuencia de aberraciones esponténeas puede no ser,
lo suficientemente elevada para apoyarlo, por lo cual, diver-
sos autores han utilizado el tratamiento con agentes alquilap
tes para detectar la enfermedad y dar asesoramiento genético
(28,29,30,31) o bien para hacer diagn6stico prenatal (32,33).

3.- Heterogeneidad genética.

El andlisis de la herencia de un padecimiento serfa més
sencillo, si un genotipo dado se expresara siempre de la mis
ma forma en todos los individuos. Sin embargo, los estudios
clinicos de individuos afectados con algunas enfermedades han
demostrado, muy a menudo, que lo que parece ser el mismo pade
cimiento es en realidad un grupo de individuos con diferentes
mutaciones que pueden producir un cuadro clinico similar, lo
cual significa que son genéticamente heterogéneos.

Asi, la heterogeneidad ocurre cuando un fenotipo clinico
0o bioquimico particular puede ser producido por mas de un ge-
notipo. Tal heterogeneidad genética puede resultar de diferen
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Fig.47Mecanismo de-acci6n de la MMC.



adena poulpeptid1ca Cada una de
mutac16n en el *“locus genétxco
la hemogloblna yiel fenotlpo

: ante 1dent1f1car la heterogeneidad genética
de un padeC1m1ent , tanto para el diagn6éstico clinico como pa
ra proporc1onar ud'asesoramlento genético adecuado. Por ejem-
plo, en el,caso ‘de"'1'a” sordera profunda congénita, que puede
ser producida ya sea por genes autosémicos dominantes, autosd
micosffécesivos 6 ligados al X, el riesgo de recurrencia  de
“alterdcién-en-cada caso es muy diferente (36,37).

En. los pacientes con anemia de Fanconi, se ha observado
una gran variabilidad tanto clinica como a nivel de la respues
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 exploracibn clinica de los pacientes y muy recientemen
te, por medio de diferentes métodos a nivel celular y molecu-
lar.

“Zawrzewskiy Sperling en 1980 (38) utilizaron la técnica
de hibridaci6n celular: fusionaron células somaticas de dos
pacientes con diferentes formas fenotipicas de AF y observaron
complementacién entre ellos, con 1o cual demostraron por pri-
mera vez la existencia de heterogeneidad genética en esta en-
tidad.

Por otra parte, Carnevale y Frias en 1985 (39), demostra
ron que tanto en cultivos AF con plasma normal como en cocul-
tivos de células normales y AF no se observ6o una disminucién




-pontaneas; pero observaron una d1sm1nuc16n s1gn1f1cat1va &
la respuesta a la MMC en 1os,cocult1vos En un experlmento de ;f
hibridacidn celular entre fibroblastos AF y ‘normales, Yoshxdazf
{41) obtuvo niveles normales de la frecuencia de aberraciones

tanto esponténeas como inducidas en las células hibridas {41)..

Con los resultados de estas investigaciones se ha probue§
to que la evidente inestabilidad cromos6mica 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 reali
zar complementacién, El efecto es més completo en las células
hibridas mientras que en los cocultivos parece ser més eviden
te cuando se exponen las células a la acci6bn de la MMC.

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

Es importante sefialar que de los métodos utilizados en
estas investigaciones, tanto la hibridacién celular como la
cocultivacion tienen el inconveniente de que si los pacientes
que se pretenden estudiar son del mismo sexo y ademds sus cro
mosomas no muestran ninglin polimorfismo caracteristico, no se
pueden las metafases de uno y del otro. Por consiguiente, la

complementacién de cultivos AF con plasma normal proporciona



uestro laboratorio,
“pacientes con AF,
; nbtméiidades radiales pe
ro debldo a- su corta edad aanim presentaban manifestaciones
hematolégicas. y otro cursaba con;panc1topen1a y discretas al-
teraciones radiales. Al utilizar, en estos sujetos, la prueba
de MMC, a una concentraci6n de 80ng/ml de cultivo se observé
una respuesta al mutégeno muy diferente: en los dos pacientes
que eran hermanos, se encontrdé que sus células reaccionaban
ante la MMC con un dafio cromosémico de tal magnitud, que las
aberraciones fueron incontables; mientras que el tercer nifio
presenté 5.2 aberraciones por célula en presencia de MMC, lo
cual representa aproximadamente 10 veces el valor encontrado
para las células normales. Esta variabilidad ciinica y citoge
nética sugiri6 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 reparaci6n del ADN, una deficiencia de enzi-
mas de proteccién contra radicales libres y una alteracibn en
el transporte de la topoisomerasa {(14,15,19). Por tanto, el
determinar la existencia de heterogenecidad 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.

IT1.- OBJETIVO.

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



: AF y.un su3eto‘normal ‘La descr1pc16n clinlca de los cuatro
: 1nd1v1duo

‘Caso;1;

Caso 2.

Caso 3.

i H'IPQ'T’ES?'I'{.-’

entes con

'es la: siguiente:.

Masculino de 4 afios con talla-baja, retraso psicomotor
moderado, hipoplasia radial bilateral, ausencia del
pulgar izquierdo e hipersensibilidad a la MMC (80ng/rl)
con aberraciones cromosémicas incontables (Fig.5). Al

_momento del diagn6stico no presentaba anemia apléstica,

sin embargo la desarroll6 posteriormente.

Masculino de 6 afios, hermanoc del caso 1, con talla ba
ja, retraso psicomotor moderado, hipoplasia de pene,
testiculos pequefios retréctiles e hipersensibilidad a
la MMC (80ng/ml) con aberraciones cromosémicas incon-
tables. Al igual que el hermano desarrollé alteracio-
nes hematolégicas posteriormente al diagn6stico.

Masculino de 13 afios con anemia aplastica desde los

6 afios, talla baja, desarrollo psicomotor normal, dis
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 afios con autori-
zacién voluntaria para cooperar en el estudio.
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Fig.b. La figura muestra una metafase del cultivo de linfocitos
’ del paciente 1 con mdtliples aberraciones cromosémicas
inducidas por la MMC.

>4

>
{

-~

~Fig.6. En esta figura se observa una metafase del cultivo de
linfocitos del paciente 3; las flechas indican las
rupturas cromatidicas y las figuras radiales inducidas
por la MMC.



Cada muestra se

' Z.Q‘SiémBra:de sangre completa. .
Se prepararon cultivos dé'linfbcitos‘enﬁcohdiéidnéswes;ﬂ_ﬂ
tériles de la siguiente manera: en frascos tipo- antibiético

~de 60 ml, se agregaron 4.5 ml de.medio McCoy's ba.: modlflcadofz‘

0.25 ml de fitohemaglutinina, 0.02 ml de antlblﬁtxco (pen1c1-~;
lina-estreptomicina), 0.4 ml de sangre hepar!nlzada y 1 ml
del plasma correspondiente. La adici6n del-20% de: plasma au-
t6logo 6 heter6logo en cada cultivo se realizé para observar
si existia algn efecto de complementaciébn en las células AF.

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

cultivo con iml de plasma aut6logo

cultivo con 1ml de plasma heter6logo 2 (Pac.2)
‘cultivo con 1ml de plasma heterélogo 3 (Pac.3)
cultivo con 1ml de plasma heter6logo  (sano)

Paciente 1

cultivo con 1l de plasma aut6logo
cultivo con 1ml de plasma heter6logo 1 (Pac.1)

1
Paciente 2 . !
: A 1 cultivo con 1ml de plasma heterédlogo 3 (Pac.3)
1 cultivo con iml de plasma heter6logo (sano)
R cultivo con 1ml de plasma aut6logo
Pééien{e 3 cultivo con 1ml de plasma heter6logo 1 (Pac.1)

i

1

1 cultivo con 1ml de plasma heter6logo 2 (Pac.2)
{ cultivo con iml de plasma heterélogo  (sano)

1 cultivo con iml de plasma autbélogo
i 1 cultivo con tml de plasma heter6logo 1 (Pac.1)
'S“j?td bt 1 cultivo con 1ml de plasma heterélogo 2 (Pac.2)
cultivo con iml.de plasma heterélogo 3 (Pac.3)



sechar los cultxvos de acuerdo ala técnlca detMoorhead y co
laboradores (42). La cosecha de los 11nfoc1tos se inici6 al
agregar a cada cultivo 0.2ml de colchicina a una concentra -
cién de img/ml y se incubaron durante (na hora a 37°C; paste
riormente, se vaciaron los cultivos a tubos de ensaye para
centrifugarlos @ 400g durante 10 min., se deseché el sobre-
nadante y al paquete celular se le ap11c6 un tratamlento hi-
poténico con 5ml de KCI 0.075 M durante 10 min. a 37°C. Ense
guida, todos los cultivos se volvieron a centrifugar en las
condiciones ya mencionadas; se deseché el sobrenadante y se
agregaron a cada tubo 5ml de fijador (alcohol metflico: 4ci-
do acético 3:1). Se dejo actuar el fijador durante 10 min. y
nuevamente se volvieron a centrifugar de la misma manera. Por
Gltimo se realizaron varios cambios de fijador hasta que el
sobrenadante qued6 transparente y el paquete celular blanco.

Las preparaciones se hicieron por medio de goteo del pa
quete celular en portaobjetos limpios y sumergidos en agua
fria y se fijaron con calor. Después se tiferon 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 anélisis a ciegas.

Se analizaron 50 metafases por cada tipo de cultivo en
un microscopio Carl-Zeiss y en cada célula se cuantificé el
nimero de aberraciones cromosémicas agrupdndolas en 4 catego
rias: fracturas cromatidicas y cromosémicas, fragmentos acén
tricos y céntricos, anillos, cromosomas dicéntricos y por G}
timo figuras radiales (Fig.7).

Para el andlisis estadfstico de los resultados se utili
z6 la prueba de Steel Dwass (1968)(43) de intervalos para
comparaciones miltiples y X2 de proporciones.
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FRACTURAS FRAGMENTOS

v, | ‘ |
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Cromatidicas Cromosbémicas Céntricos Acéntricos

FIGURAS RADIALES

|

@ o } {}, »

Anillos Dicéntricos Trirradios Tetrarradios

Fig.7 Tipos de Aberraciones Cromosémicas




" V.- RESULTADOS..

Al ad1c1onar plasma normal ‘a las células de los pa‘ L
c1entes, se encontré un efecto de complementac16n, como‘yaf°
se habfa- observado anteriormente (39), que se manlfesté
como:una d15m1nuc16n de aberraciones cromosémicas estadis

,tlcamente 51gn1f1cat1va (p<£0.001) en todos los casos
(Cuadro 1)

En lo que -se refiere a la adicién de plasma -AF hete-
'hologo a'lascélulas AF, se observé una respuesta altamen
te Vériable: en el paciente 3 cuando se agregdé el plasma
~de los pacientes 1t y 2, la disminucién de aberraciones fué

compafable a la observada con el plasma normal (Fig.8).

En el paciente 2 no se encontré complementacién ni con el
plasma del caso 1 ni con el del 3 (Fig.9). En el paciente

1 no se modificé la frecuencia de aberraciones cuando se
cultivé con plasma 3, pero mostré una disminuci6n signifi
_cativa (p<0.01) de aberraciones en presencia del plasma
de su hermano, {Fig.10). Esta altima respuesta, no esté
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 complementaci6én con

otros plasmas pero su plasma no puede hacer complementacién
con otras células.



- to s1gn1f1cat1vo (x =9 L0

“ En general, en la tabla 1 donde se presentan los por
centajes de los diferentes tipos de aberraciones cromosomi
~cas:con respecto al nlmero-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 excepci6én de los cultivos del sujeto sano, en todos
los cultivos de células de AF (suplementados con plasma au-
“-t6logo 6 heterb6logo) siempre se presentaron figuras radia-
“les, ‘lo cual era de esperarse ya que este rearreglo cromo-
,~56miéd es una caracteristica citogenética en la Anemia de
'Fanédni.,
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‘U-A D R O

PLASMA
*PACIENTE 1 *PACIENTE 2 PACIENTE NORMAL
*PACIENTE 1 2.26 ~ 2.9 0.60
"PACIENTE 2 2.56 3.78 0.36
PACIENTE 3 0.92 0.66 2.64 1.02
NORMAL 0.24 0.38 0.68 0.16

* PACIENTE 1 y 2 SON HERMANOS

C CONTROL

Cuadro 1. Los datos de este cuadro representan las frecuencias de aberraciones
cromos6micas por célula en 50 metafases analizadas.
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Fig.8. Las graficas muestran la distribucién de aberraciones cromosémicas inducidas por
MMC en los cultivos de linfocitos del paciente 3 suplementados con plasma aut6logo

normal y del paciente 1 y 2.
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Fig.9. Las grdficas muestran la distribucién de aberraciones cromosémicas inducidas por
MMC en los cultivos de linfocitos del paciente 2 suplementados con plasma aut6logo
normal y del paciente 1 y 3
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CULTIVOS e . TIPOS DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS

Células + ~Plasma - % Ffabfupas';[:b%iFﬁégmentos_ %:Anillos Y ' % Otros
Paciente 1 + autdlogo 53.58 o 37416 1 2.68
Paciente 1 + heter6logo 2 55.56 3. :35.18 0
Paciente 1 + heterblogo 3 56.76 0. .30.40 0
Paciente 1 + normal 66.66 0 30.0 0
Paciente 2 + autélogo 47.94 7.30 0 10.50 34.26
Pacienie 2 + heterélogo 1 81.39 2.33 S0 16.28 0
Paciente 2 + hetertlogo 3 79.37 6.88 tVO" 13.76 0
Paciente 2 + normal 72.22 5.56 =0 22.22 0
Paciente 3 + aut6logo 75.76 5.30 0 18.94 0 '

N

Paciente 3 + hetertlogo 1 73.91 2.17 0 23.91 0 w
Paciente 3 + heter6logo 2 87.88 07 e g 12.12 0 '
Paciente 3 + normal 72,55 0 0 27.45 0
Sujeto sano + autélogo 100.00 0 ' 0. 0 0
Sujeto sano + hetertlogo 1 83.33 16.66 0 0 0
Sujeto sano + heterélogo 2 78.95 15.78 0 0 5.27
Sujeto sano + heterflogo 3 97.06 2.94 0 0 0

* Los datos que se muestran en esta tabla representan los porcentajes de los diferentes tipos de aberraciones
cromosémicas con respecto al ndmero total de aberraciones observadas en cada cultivo.
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Los re ultac ue tranique en todos los casos de Ane
mia de Fan L enc1a de aberraciones cromosémicas
'1nduc1das_po MMC fué Qignlfxcatlvamente mayor que en los
“controles normal cual demuestra una vez mas que la
respuééta{a»li ‘ lna caracteristica que permite apoyar

‘y'éofrdbordr;e 1agn65t1co de Anemia de Fanconi (30,31).

Esfevidenteique la adicién de plasma normal modifica
"la respuesta a la MMC disminuyendo significativamente la

la frecuencia de aberraciones cromosémicas en las células
de los tres pacientes, lo cual estd de acuerdo con la exis
tencia de un factor difusible, presente en el plasma normal,
capaz de disminuir la susceptibilidad a la MMC y por lo tan
to de realizar complementacién. Estos hallazgos sugieren
que .en el plasma de las células normales pueden existir
productos génicos que son indispensables para la reparaclén
del ADN y que en el caso de las células AF, éstos productos
pueden estar inactivos, modificados 6 ausentes y por consi-
guiente no son capaces de reparar por sf mismas el dafio in
ducido por la MMC.

Por otra parte, en este experimento se observé que la
presencia del plasma AF del paciente 1 y 2 no increment6
la frecuencia de aberraciones cromosémicas esponténeas ni
-modificé 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 cromosémicas (0.68), no pa
receque exista un efectc clastogénico ya que la mayor parte
de las aberraciones observadas fueron fracturas cromatfdi-
cas y cromosdémicas (tabla 1) y no se encontraron rearreglos
complejos. Por esta razén y por el hecho de que hasta el mo-
mento no se ha demostrado que las células de AF produzcan
un factor clastogénicc como se ha observado en el Sindrome
de Bloom (44) y en Ataxia telagiectasia (45) y como han su



c1é'de aberra-

ones cromosémlcas observadas ‘con el p sma 3 sea mayor -
'que en el control pero es probable que-éste hallazgo sea
ceusado por el azar.

Ahora bien, para demostrar heterogeneidad genética en
este trabajo, los resultados tebricos deberfan indicar efec
to de compiementacibn entre el paciente 3 con 1y 2, si se
supone que los genes involucrados son diferentes y ningdn
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 demostr6 y en su lugar se encontr6 upna gran variabi-
lidad en la respuesta de los linfocitos AF a la MMC en prg
sencia del plasma de los otros pacientes.

En este trabajo llaman la atencibén dos datos que no
apoyan la hip6tesis planteada: por una parte, de una manera
contraria a lo que se esperaba, se observd que el plasma -
del paciente 2 complement6 con las células de su hermano;

y por otra, en el paciente 3, aunque sus células complemen
taron con el plasma 1 y 2, lo cual apoys la posibilidad de
heterogeneidad genética, su plasma no fué capaz de disminuir
la frecuencia de aberraciones cromos6émicas de las células

de los otros pacientes con AF

Hasta el momento, solamente se ha demostrado heteroge
neidad genética en AF mediante el andlisis de complementa-
¢ién por fusidn celular y se han identificado claramente
dos grupos de AF, ya sea por andlisis de aberraciones cro-
mosémicas esponténeas e inducidas con MMC y DEB (38) o por
medicién de la inhibicién del crecimiento celular y de la
sintesis de ADN en células expuestas a 8-metoxipsoralen
(8-MOP) y radiaci6n ultravioleta (49).

A pesar de que hasta ahora no se conocen los eventos
moleculares que conducen a la complementacibn, es claro que



este efec

‘go, esto puede ‘explicarse de dos f

1) - La primera serfa considerar la pos1b111 a [" Aqué‘los

~ " 'genes afectados de nuestros pacientes: fueran diferen-
tes y que sus células (6 uno de losvdos,tlpos celula-
res) no fueran capaces de producir un factor difusible
que realice complementacibén. En este caso, aunque exis
tiera heterogeneidad genética esta metodologia no se-
rfa la adecuada para ponerla en evidencia.

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

En relacién a la primera posibilidad, aunque podrian
estar de acuerdo los resultados que corresponden a las cé-
lulas y plasma del paciente 3, la complementacién que se
encontr6 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 s6lo 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 hematolégicas se inician en la se-
gunda década y una forma infantil que comprende un gran nG-
mero de casos entre los cuales 10s experimentos por hibri-
dacibén celular no han demostrado efecto de complementacién
(38). Por otra parte, en un estudio independiente, Mousta-
cchi y Diatloff-Zito demostraron un efecto de complementa-
c¢ién en los fibroblastos de pacientes de diferentes orfige-



dos grupos de complementac16n,’com
enfermedades de 1nestab111dad cro‘o‘

rresponden a la variedad infantily ya{que.dgs;rrpilaron
aplasia medular antes de los 8 afios por lo-cual es mds pro
bable que se trate del mismo gen AF con variabilidad en la
expresi6n clinica y citogenética.

Por Gdltimo,es importante sefialar que es necesaria la
realizacién de nuevos estudios a nivel celular y molecular
que permitan explicar la causa de la variabilidad en AF y
demostrar a través de la correlacién de los hallazgos cli-
nicos y citogenéticos la existencia de variantes en el gru
po infantil de AF.
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