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I. ANTECEDENTES

La Anemia de Fanconi (AF) ue desciita por primara vez en Zuiich, por
el Dt. Guido Fancont en 1927, Es una enfermedad autosdmica tecesiva que
se caractefiza pot presentar pancitopenia, .elraso en el crecimiento,
malformacién de radios vy puigares. hipeipigmentacién en 1o plel,
anormalidades oculares cardiacas, tenales y genitales; aproximadamente el
20% de los poclentes tienen retiaso mental (1). En estos pacientes existe una
alta Incidencic de cdncer, sobte todo de los fipos: Leucemia aguda,

carcinoma hepatocelulor y carcinoma de células de la plel (2).

1.0 Cuadro Clinico

Existe vailacion clinica entre los pacientes; en esta enfermedad es muy
frecuente el creclmiento intrautedno retardado, la mayoiia de los afectados
tienen peso y talla baja al nacimlento y muchos de ellos presentan retraso en

el ciecimiento postnatat (1).

Aproximadamente un 15% de los paclentes cursa con hipoplasia de
radio, y el 75% ptesenta una varedod de anomalias de pulgares que puede
varlar de la aplasio tofal a un pequefo dedo pulgar hipopldsico con
eminencia tenaratrofiada. Ocasionalmente el cubite y radio son hipopldsicos.
Otras anommalidades incluyen sindactilia, duplicacién de puigares, centros de

oslticacién del carpo hipopldsicos, deformacion de la escdpula, dislocacion



congeénita de cadera, escolioss, hemivertebras y apicanto bilaterat (1). B

craneo es pequefio y en ocasiones hay microcefalia.

la caro es caracteristica, con fisuras palpe brales pequenas, poladar alto,
plosis ocasional, estrabismo y micioftalmes. Una de las coracreristicas mas
cormunes esla hiperpigmentocion, que tiende o incremeniaise con la edad (3,
4), e involucra cara, cuello, axila, ronco, muslos y drea perineal.  Existen
defectos cardioceos tales come! anernalias de ductos arerales, defecto
venticular seplal y coantacidon de la aorta. Puede haberl asplenia e hipoplasia
de tirmo (1). En otros drganos del cuerpo se encuentta hipoplosia o agenesia
renal unilateral y indn en forma de herraduta, En ambos sexos puede habet
hipogonadismo; en l0s pocientes masculinos es lecuente encontrarmicropene
y criplorquidia, y en los lermeninos hipopiasio ulering y vaginal {4). Algunos
casos cursan con pérdida guditiva e hipenefiexia (2). Aproximadamente en

un 20% de los pacientes se ha encontrado retraso mental (3).

La pancitopenia, que es una disminucién progiesiva de las células de
la médula ésea, ocune generaimente entre los 5 y 7 ahos de edad, aunque
se han descrito casos de aparicion en la edad adulta. ta médula ésea porlo
gencial, mueshia hipeplasia con una hematopoyesis moderadamente activa
(3). Hay un allo porcentale de hemeglobinag fefal, olgunos eritrocitos son
macrociticos v su promedio de vida es corlo. la leucopenia es
predominantemente granulocitopenia. Se ha reportado neutrocitopenia y
frombocitopenia asi como un reducido numero de globulos rojos chiculantes

).



2.0 Citogenética

2.1 Aberraclones Esponlidneas

Yo que lao AF se coracteriza por preseniar un alto por.ceniczje de
abentaciones ciomosdmicas espontdneas y que clgunas veces es dificl
identificar lo entermedad sélo desde el punto de vista clinico debldo a la
varigbilidad lenotipica de los pacientes, Ias abenaciones cromosdmicas se han
utiizado con fines de diagnostico (5, 6y 7). Pol este aurmento en el pameto de
abenaciones espontaneas y por tener un patidn de herencia autosdmico
fecesivo, la AF lorma parte del grupe de enfermedades de sindrome de
Inestablidad cromosdmica, como son el Sindrome de Bloomn, Ataxia

felangiectasia y Yeroderma pigmentoso.

las abencciones cromosdmicas mds frecuentes en AF son los
rompimientos cromatidicos e isocromatidicos, figuras de intercambic de
cromatidas homadlogas o no homdlogas, endorreduplicaciones en las cuales
hay duplicocidn cromosomica sin division de cenlidmeros; ciomosomas
dicéntricos, producto de ruptura y union de dos cromosomas; en algunas
células los cromoesomas pueden rompetse en los extremos y con la reunién de

estos dar ofigen a cromosornas en anilo (1).

2.2 Aberraciones inducidas
Schuler en 1949 (B), descubrié que lo agentes alquilantes producen en
células de AF unincremento de abernraciones cromosdmicassignificativamente

mayor que en las célulos noimales. Las células AF se caracterizan por



piesentar olia senstiidod o Jos siguisntes cgentes: Milomicing C (MMC) (9);
konig2ida (INA). &-Nittoquininoling Forxido (4NQO), Diepoxibutano (DEB) (10);
tetigdeconoil-acetato (IPA) (11). 8-metoxipsoralen y timetisoralen (8-MOP v
TMP) £stos dos Uimos en combinacidn con luz ultravioleto (UV) (12); mostaza
de nittdgeno (HNY) (13); Cis-diominodicloroplatino 1i (cis-platino), Tians-
digrrinodicloroplating § (Trans-platino) (14) y otios. Todos se caracterizan por
ser ogentes alquilonies bi o peifuncionales; sin emborgo, con ios agentes
monofuncionales como Deccibamoil-mitomicing C (DMMC), los célulos AF

tienen una respuesta similar o 1o de los ¢&lulas normales (15).

Por otta parte, agentes fisicos como los rayos ulttavicleta (UV). rayos X o
rayos gamma, fambién pravocan gumento en el numero de aberraciones en
céluias de individuos con AF, oungue no de o mismna mognitud que el que
producen los agentes algullantes bifuncionales, lo que s ha intetpretado

como una repalocién eficiente contia el dafo producido por luz UV (16, 17).

2.3 \Variabilidad Clinica y Citogenética

El diagndstico de lo enfelmedad es en ocasiones dificil, debido a que
en algunos casos, aunque los pacientes presenien pancitopenia, los
cargcteristicas  fenotipicas  son  minimas. El cuadio clinico vara
considerablemente, algunos nifios ofectodos presentan  alteraciones
congénitas, mientias que ottos muestran pationes de severas malfotrmaciones
de radio y pulgares sugestivas de AF, pero sin alteraciones hematoldgicas (19).
En cuclquiera de estos casos, lo hecuencio de abenaciones cromosdrnicas

espontdneas es menot del 10%. Se ha enconhiado que en AF existe una



varianie sin maliorrmaciones congénttas tipicas de AF pero con fragilided

cromosdmica y anemia hipopldsica que conduce a leucemia (18).

Citogengticamente en AF el nimero de abetiaclones cromosémicas
esponianeqs vatia de paciente a pociente, en linfocilos de sangre periférica
el porceniaje de fractuias y configuraciones anormales fiucioa entre 10y 15%
(6). Aunque se han encontrado porcentajes de rompimiento hasto del 74%.
Al exponer ceélulas AF a una concentiacion de 40 ng/ml de MMC se han
obienido poicentajes de abenaciones desde 320%, hasta incontables. Esto
conliasta con lo que se observa en los individuos normales que tlenen una
frecuencla de aberrgclones espontdneas inferiores al 10%, si se tratan con 40

ng/rmi de MMC se Inducen porcentales de 26% hasta 42% (6.19).

3.0 Heterogeneidad genética

La gran variabllidad clinica y citogenética entie los individuos, suglere
hetetogeneidad genética, que ocure cuando unfenotipo clinico o bloquimico
en patlicular puede set producido potr més de un genotipo, es decir lo que
parece se! el mismo padecimiento en un grupo de individuoes puede otiginarse
pot mutaciones difetentes (3), Lo heterogeneldad genética se ha demostiado
en enlermedades con Inestablidad ciomosémica como  Xeloderma
plgmentoso, por medio de la deteccién de grupos de complementacion, los

cuales coftigen mUluamente las abenaciones inducldas.

En AF se han encontrado dos grupos de complementacidn, Zakrzewsky

¥ Sperling en 1980 (20), demostiaion que existe heterogeneldad genética en
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AF ol realizar una técnica de hibridacidn celular con dos diferentes fotmas
fenotiplcas de AF: La varledad adulta (tipo B) y la variedad infantil (fipo A), en
las cuales se encontrd un efecto de complementacion entre sus células. En
1987 Moustacchi y Diatlolf-Zito observaron en fibroblastos y en linfoblastos de
AF que tueron expuestos a 8-MOP + rodiacion UV, y encontraron que las
células provenientes de un pacienie (tlipco B} repararon las aberaclones
Inducidas después de 10 horas de tratamiento, mientras que las provenientes

del otro paciente (lipo A) no reparcron aun después de 24 horas (21).

Carmevale y Frias (22) encontraron una menor respuesta a la MMC en
infocitos de AF cuondo crecleron en ptesencia de plasma de individuos
normales; con esta metodologia, intentaron demostrar heterogeneidad
genética en diferentes paclenies con variedad infantii de AF y no encontraron

complementacion.

4.0 Hipbtesis sobre el defecto bdsico en AF

Hasta ahora no se conoce con exaclitud cudl es el defecto bdsico
molecular en AF. De acuerdo con vaiios aufores existen tres hipdtesis al
respecto (23):

A) Deficlencia a nivel de reparacién del ADN

Desde 1975 se propuso que las células con AF podrian ser deficientes
a nivel de la remocidn de enlaces cruzados covalentes ADN-ADN producidos
por agentes alquilantes bituncionales (24). Poon y cols. sugiieion una
deficiencia en una exonucleasa, que remueve el dafio producido al ADN, ya

que las células AF pueden reallzar escicidon endonucleotidica como el ptimer



paso del proceso de ieparocidn y pusden polimerizar nucledtidos para
reemplazar lo cadena danada; peto no pueden complelar el proceso de
leparacién ya que no pusden efiminar 1a cadena danoda de ADN después

de la escision endonucleotidica (25).

Por otra parte, se ha propuesto gue la alleracion se encuentra a nivel
de la ligasa; yo que Zokrzewsky (20) encontié uno reduccion en la octividad
de esta enzimo en céiulas AF y Dutnillaux, (26), basado en el andiisis de g
frecuencia de endoneduplicaciones completas y parciales, apoyé esta idea.
Berger (27) propuso que la alteracion podia deberse o la existencia de niveles
por debajo de los normales de NAD® (nicotidomida adenina dinuclestido),
una co-enzimo posiblemente asociada con la actividad de la ligasa en los
sisternas de reparacion (27). Ctio dato que involucia a la ligasa en el defecto
molecutor de AF es que se reduce la fosforilacién de ADP durante la
teparacidn que ocune en el ADN después de tratar céiulas AF con radiacién
UV, y ol patecet la fosforilacion es necesaria poia aclivar o ligadura det ADN

danado (16),

8) Deficiencio en lo defoxificacién de radicales libres generados por el
mefabolismo

El defecto bdsico molecutar de lo enfermedad puede estar en la

detosxificacidén de radicales fibres enddgenos, que involucra de Cuy Iny

petoxidasa (28, 20).



Joenje, et. al. en 1978, encontraron una actividad reducida de SOD en
effrocitos y leucocitos de pacientes AF y se ha observado que o
administiacién in vivo de SOD bovina reduce el poicentgje de rupturas
crornosérnicas en linfocitos. Por oia parte, se ha encontrado una cornelacién
ditecta entie la frecuencia de abernaciones cromosdmicas y la tensidén de
oxlgeno aplicada a los cultivos de células AF vy una disminucion de! daro
crornesdrhico cuande se hiala con ogentes anti-oxidantes como lo

desferrdoxarnina (30, 31).

Pot io anterior, Porfiio (31) y Raj (32) han propuesto que Ios radicales
libres generados por el metabolismo del oxigeno podrian dafiar membranas,
proteinas y  dcidos nucléicos y como consecuencia provocat dafio
cromosdmico y rmuerte celular por reaccidn directa con la cromating o bien,

inditeciamente por danar enzimas de eparacion.

C. Alleracion en el transporie de |a fopolsomerasa uno a frovés de la

envoliura nuclear

Esla propuesta que fue hecha por Wunder y cols. (33), esld
relacionada con la enzirma que caotalizo el desentollamiento del ADN en el
mornento de lo leplicacion. Atinvestigor extractos nucleares enlas células de
placentas de paclentes con AF, se ebsetvs un deciemento en la actividad de
lo enzimo, en comparacléon con la actividad en cltoplasma de células
normales. Al parecer, la penettacion de la topoispmerasa uno o través de la
envoliura nuclear estd alterada en células AF y por lo tanto, se acumula en el

clloplasma, en el sitio de sintesis. Otia posibitidad es que la toposiomerasa



tenga un deleclo estructural que le impida posar 0 fravés de la envoltuia

nuclear (34).

5.0 Accion de la MMC sobre el ADN

Debido o que los células de individuos con AF se calceterizan por su
alla sensibilidad a la MMC, desde 1979 este ogente se ha usodo paia
diferenciar AF de otios anemios idiopdticas (35), asi como para diagndstico

prenatal de esta enfermedad (35).

ta MMC fue descubierta en 1958, en Japdn; aislada de Sfreptomyces
caespifosus; el fipo A vy B son antibacteriales y antitumoiales pero no son tan
poderosos como el tipo C (37), que tiene un peso moleculat de 334 daltones,
es soluble en ogua y en solvenles orgdnicos Yy poseen ties grupos
potenciaimente activos; Quinona, uretano y un anllio qzirldina, pot lo cual, es
un agente bifuncional o trifuncional y actia durante la fase § del ciclo celuar

(38).

En 1987 (38, 38, 40 y 41) se propuso un mecanismo de acclion de la
MMC (Fig. 1): hay una unién no covalente entie MMC-ADN (g) con ayuda de
nicotinamida adenindinucledtido fosfato reducido (NADPH), que atoco los
oxigenos del grupo atornatico de MMC y dd como resultado una sermiguinona,
por uno reaccldn de reduccidén (b). La semiquinona se reduce a su vez en
hidioquinona {¢) que posterioimente se convierte en aziidina-hidroquinona por
medic de una recccién donde se pierde una molécula de metanol {(d). La

azitiding-tidioquinona es allamente activa tiene grupos aiquilantes conjugados

9
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con Indol-nitrégeno y se une al ADN covaientermente; esta reaccion se
favorece en presencia de Q, vy se hace teversible por HADPH, después se retita
el radical carbomoilox (OCHH,) ¥ &l ADN se une a la MMC en el carbone 10,
ptimer grupe de unidn; asi se establece una unidn covalente del ADN en este
sitio (@), plincipalmente en &l oxigeno-6 de ia guanina (O ,meti-guaning) y ofra
unién por medio del ciclopentans opuesto al carbono 10 en el radical NR, que
es el segundo giupo alquilante, este Uitimo pase se favorece tombién pot O,

y es reversible por NADPH.

Al patecet, los efectos que provocan estos dos centros alquilantes en
las células de AF son mutogeénicos, clastogénicos y letales (42). Otro efecto
lefol es la libejacidn de perdxido de hidrdgeno que ocuite cuando la MMC se

une especificamente al ADN (3B).

La MMC forma enlaces intracatenatios en el ADN, 1o cual provoca su
degradocion e inhibe su sintesis. Tambiégn forma enloces intercatenatios y
provoca lo alquilocion, adicidn de radicales metilo CH, © etilo CH,-CH, en
distintas posiciones segin el carbono, oxigeno o nitidgeno de la base con que
reaccionen (39), forma dimeroes de pirimidina que dan lugar a una distorsléh en
la cadena de ADN, asi como metilacion del oxigeno-6 de la guanina (42). El
fratamiento con agentes alquilantes como la MMC produce la metllacion (o
efllacién) de ia guanina en el nitidgeno-7, en el oxigeno-6 o en el grupo amino
unido al carbono-2; pero sdlo se encuentia efecto mutagénico en 0,-rmetil-

guaning, porgue el nitrdgeno-7 no estd implicado en la formacidn del enlace

11



de hidrdgeno con la cilosing, mienttas que el oxdgens ¢, 1o cual provocao

distorsidn en el ADH (43).

Lo MAC provoco que sa formen enloces entre Opmeti-guoning ¥y
proteings nucleares, o cuales indusen intercambio de Cromatidos Hermanas
{ICHs), peto la toxicidad de estos enloces ADN-pioteing no tiene repercusion
aparente en lo que se refiere g la produccidn de abernraciones Ciomosdmicas

(14, 44).

6.0 Accién de la BrdU sobre ADN

Lo 5-Bromodesoxiutiding (BrdU) es una timina halogenada (45) y se ha
comptobodo que es yn ogente taxico paro las células. Se incorpoia al ADN
en lugar de la timing, (a) {(ver Fig. 2) poia opatearse con la adening (D) ia
Incorporacion de este andlogo al ADN no produce ditectamente mutaciones,
sin embargs, si combia a la foima endlica, puede fotmar H1es puenies de
hidiégeno y uniise a la guaning, (¢) lo gue dd como resultodo una mutacidn
mutacion da lipo fransicidn, que en los eplicaciones siguientes del ADN daria

un combio de potes debaoses de TA 0 C:G (45 y 46).

A nivel cromosdmico, el dano que produce es del tipo inletcarmblo de
Cromatidas Herrmanas (ICHs). De acuetrdo con Bianchi (48), los ICHs se pueden
provoca! parque la BrdU bloguea la elongocion de ks cadena en replicacian,
ésta se rompe y entonces ocuren unlohes entie replicones completos ©
parcioimente duplicados, jo cual do lugar a una doble cadena de ADN. la

toxicidod de la 8rdU no incorporada al ADN se debe quizd o iu olteracion de

12
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o teserva celulor de nucledtidos, por lo concentracidn misma de este
nucledlido modificodo y porque inhive a la enzima libonuciedtido reductasa,
o cual es esenciol en ia bicsntesis de desoxiribonucledtidos (47). Davidson
(45), encontidé que en ceélulas de ovario de hamster chino (CHO) la BrdU no

incoipoiada pitoduce un dano cromosdmico a nivel de ICHs, mayor que el que
ptoduce lg BidU incorporada at ADN; aunque la frecuencia de abernraclones
cromosdrmicas v 1os ICHs se foiman por medio de diferentes mecanismoes, v la
fiecuencio de abetigeiones cromosémicas no se asocio difectomente con e}
aumento en elnumeso de ICH;, ambos son consecuencia del dafo provecado

al ADN,

Ademnds de inducir ICHs, la BrdU provoca enlacesintercatenarios en el
ADHN, hace sensible al ADN a los rayos UV y radiacién fonizante, inhibe 1o
actividad mitdtica e intertiere con la difetenclacion celular (46). A pesar de
que por lo anterior se puede atirmar que la BidU es un agente gue dana a las
célulos, no se ha encontiado que sea un agente clastogénico, es decir, no

ptovoca aberaciones ciomosémicas (42).

7.0 Evidencias de sinergismo MMC-BrdU en Anemia de

Fanconl

Se sabe que en célulos AF la toxicidod de ia MMC puede modificarse
cuando se agregan andlogos de bases: Cuando se agiega MMC junto con 6-
fioguanina o 6-meicaplopuring, fa supervivencio celular decae
considetablernente y pot el contrarlo, cuando se agrega junto con adening,
la sobrevida celular aumenta en telaclén al fratamiento con MMC sola (49).

14



En cuonto a ja Bidl en relacidén con e! efecto de io MMC en células
con AF, Cervenka y cols. (7) ai 1edlizar cullivos de linfocitos AF expuestos a
difetentes concentiaciones de MMC y de BidU obsetvaron una reduccién del
numero de metafases y un gran poicentaie de muere celular. Este efeceto
de rnuerte celulor suglere, que existe sinergismo entte estos dos subslancias

sobie Igs células AF aunque estos autotes no hacen mencién de ello (23).

Por ofia parte, Carmnevale y Frias en 1985 (22), encontraron que el co-
cultivo de células nommales-AF ela capaz de couegit parcicimente las
altetaclones cromosdmicas inducidas por ia MMC en las células AF pero
cuando las célulos crecian en presencia de BidU, el efecio coniector se
enmascaraba, lo cual sugio o existencia de un tipo de sinergismo entre BrdU

¥ MMC.

Posteriotrmente, en un estudio tealizado pot Fiias y colaboradores (23),
cuyo objefivo fue el conocer s exlstio sinergismo entre la Bidu Incorporada al
ADN o o lo de! medio; se encontio que en células noimales, la accidn de estos
dos agentes no fue sinérgica. Enlo gue se teflere a células AF, en up paciente
se observo sinetgismo entre la MMC y fa BidU que se manlfestd como un
incremento en el nimero de oberraciones ciomosomicas. Si blen el ADN
sustifuido con BrdU presentd una mayor sensibilidad a la MMC, fue la 8rdU que
se encontraba en el medio la que contibuyé de manera significativa a la

potencializacion del dafo cromosdmico conferido por ta MMC.
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8.0 Justificacion del estudio

El Unico trapajo que se ho realzodo, espacificamente para demostiar
sinergismo enfte lo MMC y la BradU en lo induccién de abenacciones
cromosdmicas en AF, se hizo en un sdlo pacienta, Debido o la variabiidad y
oun a la helerogeneidad gerética en AF, el estudio de células de un sdlo
paciente no es suficiente pota apoyar la existencia de sinergismo como una
caracteristico constante en la enfermedad vy se requiere flevar g acabo los

experimentos en otros individuos con AF.

I, OBJETIVO

Estudiar s existe sinergismo entre la BrdU y MMC en la produccion de

abenaciones cromosémicas, en linfocitos de pacientes con AF.

lll.  HIPOTESIS

Si el etecto sinéigico entre la BrdU v la MMC es una caractetistica
constante en las células con AF, entonces se observard un aumento en el

nimero de abernraciones cromosdmic as inducidas por la accién secuencial de

ambos agenles en las células de todos los pacientes,
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IV. MATERIAL Y METODOS

Caracteristicas clinicas y citogenéticas de los sujetos de estudio:

AF (MA)

AF (YA)

AF (CL)

AF (R

Paciente masculino de & Ghos de edad con hipopiasia radial
bilgtetal, ausencia de pulgar izquierdo, hipogenitalismo, retraso
psicornotor y talia baja. inicid las alteraciones hematolégicas a los
5 ofios de edad; el diagndstico de AF se confimd
citogenéticamente ya que presentd 0.20 ab/cel. y su tespuesta a
la MMC conespondid a 5.52 ab/cel,

Paciente femenina de 10 arfios de edad con pancitopenia
detectada desde los 7 afos e hiperpigmentacion. Antecedente
de una heimana fallecida por leucemia. El diogndstico de AF fue
confirmado citogenéticamente por que se observaron0.36 ab/cel.
de monera espontdneaq; su respuesta o la MMC fue de 5.52
ab/cel.

Paclente femenino de B afics de edod, con pancliopenia,
hipoplasia de 1a regidn tenar, hiploplasia de pulgar lzquierdo, talla
notmal e hiperplgrnentacion, El diogndstico de AF se
complementd con los dotos citogenéticos en los cuales se
encontraron 0.72 ab/cel. y cuando se expusleron sus células a
MMC la frecuencio tue de 5.80 ab/cel.

Paciente masculino de 12 anos de edod con poncitopenia,
hiperpigmentacion, manchas café con leche y talla baja. Tiene

una heirmana de 7 afios de edad que también estd afectada con
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AF; o frecuencia de ab/cel en el paciente fue de 0.36, mientias
que tigiodas con tAMC se obtuvieton 3.12 ab/cel.

TESHGO  Sujeto de 7 afos de edad, clinica y citogendticamente sano.

Delos cuatio pacientes AF y el testigo se obtuvo una muestra de 10 ml.
de sangre perifénca hepennizada.
SIEMBRA DE LINFOCITOS: Coda mugstia 52 sembid por duplicado en rascos
tipo antibldtico de 60 mi. a los cuales se ogregaron: 4.0 ml. de medio de cultive
Me COY's 54 rmodificodo; 0.25 ml. de lilohemalogiutining y 0.02 ml. de
antibidtico  (penicling-estreptomicing) con 0.4 mi. de sangre peilférica
heparinizada. Los cultivos de incubaron a 37° C durante 78 horas. De acuetrdo
o la adiclon de BidU y MMC, para cada sujeto se realizaron 7 diferentes tipos

de cutltivo (Fig. 3).

Para cada sujelo de estudio se realizaron cultivos controles, en los
cuales las células crecieron en piesencia de medio de cultivo sin tratamiento
de MMC o BidU (medio no suplementado), con estos cultivos se cuantificd ef
nirneto de abenocionesespontaneas, Enelexp. #1, se les agregd MMC o una
concenttacion de 40 ng/mil. dutante las Gitimas 24 horas, pata conocet [
frecuencias basal de abenaclones inducldas pot 1o MMC. Enelexp. # 2 los
cullivos crecieron las primeras 54 hotas en presenclo de 10 /g/ml. de Brdu, las
células se lavaron y se agregd medio suplementado con MMC durante las
ditimas 24 horas, con este experimento se eliminé la BrdU de el medio y se
valoro st existia sinergismo entre la MMC y la BidU incorporada al ADN. En el

exp. # 3 se agrego MMC de las 30 a jas 54 horas de incubacion, las células se
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lavaoron y we incuboron 24 notas rnds en medio suplementado, ¢on Brdy, parg
obeervar el efecto de ia BrdU presente en el madio. En sl exp. # 4 jos cullivos
se expusieron g MMC en el intervalo comprendido entte 1as 30 v fas 54 hotas
de cultivo, después de lo cuni se lavaron y se incubaron durante 24 horas mas
en medio no tuplermentads. En el exp. # 5ios infocitos se incubgron durante
las prirneras 30 horas en medio con BrdU, e lavaion y e incubaron por 24
horas mas en rnedio suplermentado con 40 ng/mil. de MIMC. los ditirmas 24 horas
se incubaron con medio no suplementado. En el exp. # 6 los cultivos se
expusieron a MIMC en las primeras 30 hotos, fuego se lavaron y se les agregd
medio suplementado con Brau hasta las 54 horas, después de este tiernpo, se
lavaron y 2 Incuboron las Utimas 24 horas en medio no suplementado. Estos
dttimos tres experimentos se realizaron con el fin de observar la reaccion de las
células AF cuondo e les petrmite pasar durante un ciclo mas de replicacidn del
ADN, fase durante ta cual se supone que se lleva @ cabo Ja reparacién de

dano confefido por la MMC.

COSECHA DE LINFOCITOS: Una hora onfes de femmninar la incubacion, se
agiegaion 0.2 mg/ml. de colchicing a cada cultive. Se vociaron los cultivos
a los tubos de ensayo y se centrifugaron a 400g durante 10 minutos, se
deseché el sobrenadante y se agregd al bolén celular 7 mi. de solucion
hipotdnica (KCL 0.075 M) y se Incubaion a 37° C durante 15 minutos, después
de los cuadles se centrifugaron de nuevo, se deseché el sobtenadante v las
céiulas se fijaron con una solucién de metanol-acido acético 3:1. Se dejaron

reposat durante 10 minutos y se centrifugaron, se desechd el sobrenadante y
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sa volvid o agregat ficder v @ centrfugar tantes veces como fue necesario,

hasta que e coluvo un soorenadante transparente y un boton celdar limplo.

Unavez obtenido el botdn celular, se hicieron preparaciones por goteo
con pipeta Pasteur sobre pancobjetos himedos y frics. Las preparaciones se
tineton durante 5 minutos en una solucién de wright en builer Sdrensen (pH 6.8)
1:1 y posteriornente en una solucidn de giemsa cl 20% en buffer SSrensen (pH

6.8) durante 5 rminutos.

Las preparacionas fueron codificgdas por una persona ajena at
esfudio, con el objelo de flevar g cobo =i andlisis de éstas a ciegas. Se
analizaron 50 metaloses paro coda fipo de cultivo y en coda una de los
célulos se cuantiicd el nimero de abenaciones cromosdmicas, que se
agruparon en 4 categorias: fractutas crormatidicas y ¢ romosornicas, frogmentos

céntiicos y acéntricos, anifios y dicéntricos y finatrnente figuras radiales.

El andlsis de los metalases pora  cuantificar  aberraciones
cromosdmicas, se llevé a cabo con un microscopio oplico; es importante
senglar que en los cascs donde ias abenaciones se encontraban en un
nimero de 15 6 mas por calulg, se les considerd como incontables y se les
asignd el nimero de 15 coerraciones, que se considero como el Maximo

analizable.

Para hacer el anglisis estadistico se utilizd la prueba de comparaciones

multiples de intervalos por el método de Friedman (50).
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V. RESULTADOS '

Los resultados de las oberraciones pot individuo s& presentan tanto en

fipa como en hecusncia en ias toblas 1-11.

Enia tabio 1, se observa la frecuancia total de obenraciones por célulg
{objcel) poro los cuotio pacientes AF y el testigo, en &l se encontrd uno
frecuencio de 0.04 aberntaciones espontdneas pot céluin, a partir de ka cuoi se
obiuvo un cumenio en lg recuencia de ab/cel en todos los experimentos,
hosta de 0.76 en el exp. # 6 de acuerdo a o pruebo de Fliedman o hay
diletencia significativa entre ninguno de estos volores.  En esta serle de
experimentos, a mavyoria de los ¢élulos presentaron entre 0 y 3 abernaciones

{lablo 2), las cuales lugton primoidicimente ruptuos cromatidicas (fabia 3),

De los 4 pacientes con AF, se obluvo &l promedio de ias irecuencias
de ab/cel. paa cada expermento, coma se muestia en las columnas de
piomedios (i) y de desviocion estandar (S) en la tabla 1. $e encontid una
glon vaiiobiidad en io espuesta a ombos agentes entre los pocientes, su
cornportfamienio fue evidentemente diletente alo que se encontid en células
testigo. Enlas ceélulas AF, et nimero de aberiaciones espentdneas fue varable,
con ftecuencias de 0.24 o 1.04 y un valar promedio de 0.47. Enelexp. # 1 al
trator a ios céldas con MMC las Uimas 24 hotas, ja frecuencla de
abernaciones aumentd en compaiacion con el cultive contol, este aumnento

se observd en todos los pocientes excepto en une (AF(RN=0.94). Lo diferencio
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anire estas flrecuencias y 1as oblenidas en =l exp. # 2, donde se tatd a las
células con BioU hasta ias 54 horas y después MMC ias Uliimas 24 hotas (S('=1.72)
no lue estadisticamente signilicativa. En el exp. # 3, cuando las células se
expusieron a MMC enire 1as 30 y las 54 horas y posterioimente a Brdy hasta el
fingl del cultive, se observd un cumento considerable en la frecuencia de
abernaciones inducidas, con un promedio de 4.92 abjcel, dicho incremento
se encontrd en tfodos los individuos con AF, con una diletencio
estadisticarmente signiticativa de p < 0.05 con respecto a los ires experimentos

onferiotes,

Un gumento similar al obtenido en el exp. # 3 se mosté en el exp. ¥ 4,
que son celulas que creciaton en presencic de MMC entre las 30 y las 54 hotas
y los Ultimas 24 horas en medio de cultivo, sin BrdU, donde se encontid un
prornedio de 5.20 ab/cel. En el exp. # 5 se expuso a las células a BrdU las
primetas 30 horas y posteriormente se incubaron con MMC de las 30 a las 54
horas, las dltimas 24 horas sdlo crecieron en medio de cultivo y también
aumentd la recuencia de abenaciones (§=5.38). En el exp, ¥ 6, que es muy
similar al anteriot paro con MMC primero y iuego BrdU se obtuve la mayor
frecuencia de ab/cel. que fue de 6.40, de manera que al compaiar 10s
resultados de los experimentos 3, 4, 5 y 6 no se encontrd diferencia

estadisticamente significativa entre ellos (tabla 1, Fig. 5).

A pesar de que en la columna de promedios de abernaclones (f)4 la
frecuencia aumenta en cada uno de los experimentos, ésto no ocurre en

todos los pacientes AF, ya que después del exp. # 3, la frecuencia disminuye
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en glgunos experimentos y aurnenta en ohos sin moshar una respuesta

homogénea (tabla 1).

£n Ios dos primeros experimentos (testino 1 v 2), se encontigion entre
0 vy 7 abenociones en to mayosio de las celuias AF (lobias 4, 6, 8 y 10), los
cuales fueson principalmente rupturas cromotidicas v figuros radiales (foblas 5,
7,9y 11). La prueba de friedman indicd que no hubo diferencias significativas
enlie estos expetimentos. En los siguientes experdmentos (3, 4, 5y 6) se
observaron abernraciones cromosdmicas de todos los lipos y en cast todas las
células (rablos 4-11). Lo prueba de Friedman no indicd difesencias significotivas

entte estos Utimos expetimentos.

En lo ligura 4 se puede obseivor que o partic del exp. # 3 hoy un
aumento en ef promedio de la kecuencia de abernociones con respecto a ios
exp. # 1 y # 2 qu2 son consideioblermnente diferentes de los demds
experimentos, o que indica que cuando se agrego MMC anfes de las Wimas
24 hertos independientemente § se do el tratamiento con Brdl, o no, se
encueniia un incremento estodisticomente significative en la frecuencia de

abetraciones.

Vi. DISCUSION

Células Yestigo

En el testigo se observad una fiecuencic de abenaciones esponténeas
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comos fengticas pot 13 que forms pore da los sindiomes cde inestablidad
clomozsmica & tU elevada fieCusnCia 02 QDRHACIDNES CIOMOSOMICas

espontdnens (37), que se ooservan entre 020 y 0.44 ap/cel. (19).

En presencia de MMC, togas las celulas festigo mostraron un
inciemanto en a frecuencia dz abeitacionss. Esto 25 pot la gran toxicidad de
io IAMC en las celutaz. Como s ha desento, ia molscula de MMC afecto al
ADN por medo d2 1o olguiacién de bases y tormacisn de uniones covalentes
cruzadas infrocatenanas e intercatenarigs. 52 ha reporado qua las lesiones
intercatenatias peracten dumrnte largo tiempo: De 14 a 18 horas y es muy
piobable que sean ias responsables de lo formacidén de aberraciones

cromosomicas (15).

En cuanio i dono provocado alas células normnales port 8ridy y MMC,
aungue s2 obiernvd una tendencio o la elevacidn de ia frecuencio de
aberngciones cuande actuaron ambos agentes secuenclalmente, este
incremento, compaorado con el dahfo que se produjo la MMC sola no fue
significativo como se puede observar en la Fig. 4 y tablas 1, 2 y 3. Asi, por lo
menos con las concentraciones utilizadas en este estudio, no se puede

tundarnentar que exista sinergismo entre ia MMC yla BrdU en células normales.

Células con AF
Entodoslos casos con AF, la flecuencia de abernociones inducidas port

o MMC tue significativamente mayor que o oblenida en el testigo, lo que
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demuestra ung vez mas que la respuesta a la MMC es una caroctelistica que
permite apoyai y conoborar el diagnostico de AF. Existe evidencia de que en
celulos AF o MMC couso uniones cruzadas de tipo intracatenafio e
intercatenario, que presumiblernante formanlesiones de una sola hebiag, lo que
puede darlugar a abenaciones ciomatidicas o cromosomicas al llevara cabo

inclsiones en los enlocas cruzadaos (15.51),

Se observé una vanabilidod muy amplia entie los pacienies, lo cual es
frecuente en esta enfermedad, ya gus como se menciond son individuos que
presentan aun sin fratarmiento una gran variobiidod en el nimero de
abenaciones. Como se puede observar enla Fig. 4 y tabla 1, todos ios sujetos
con AF respondieron de manerg similar o la accidn de los agentes aplicados
enlos primeros res experimentos, sin embargo, en [0s experimenios siguientes

ia respuesta fue hetevogénen.

51 existiera sinergismo entre lg BrdlU y la MMC para producit dano
cromosomico, en los expelimentas en que el tratamiento fue con ambos
agentes (exp. #2, #3, #5 y #6). la frecuencia de abenaciones debid haber sido
significativamente mayor que en los experimentos en que el hratameinto fue

sélo con MMC {exp. #1 y #4).

Mds oun, si existiera sinergismo debido a Ia presencio de BrdU en el
medio mds que a lo BidU incorporada como pedria esperarse (23, 45), el
expelimento #6 en que se expuso a las célulos priimero a MMC y después a

Brdu, debetia presentar una frecuencia mayor de aberraciones que el exp. 45
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en el que prmero se incompord 1a BrdU y posterioimente se deld el tratamiento

con MMC.

Nuestros resullados no estan de acueido con lo esperado respecio a
la accién sineéigica, ya que en ios expelimentos donde se expuso a las células
ptimero a MMC y posteriormente a Bidy, se encontrd una elevacién en lo
frecuencia de abenaciones, pelo ésta tarmbién se encontré en los cultivos
cuyo lralarniento prirnero fue con Brdy vy posteriormente con MMC y aun en
los cultives en los que solo se agrego MMC sin BidU (Fig. 4, Vicblo 1). Como se
puede obsetvar en la Fig. 4, el unico de los pacientes que mostté un
componarniento parecido a lo esperado fue AF (CL). pero los restantes no

tuvieion esta tespuesta,

Estas observaciones no concuerdan con lo reportado por Frias y cols.
(23), quienes encontiaion aumento de la ftecuencia de abetiaciones
inducidas en células AF tratadas primero con MMC y después con Brdy, dicho
incternenio en la frecuencia de abenaciones {ue dlez veces mayos al
observado con el tratamiento de MMC sola, lo que suglié la- existencla de
sinergismo. De acueido con nuestios resultados en las células de los pacientes
con AF no se puede apoyatl la existencia de sinergismo entre ambos agentes.
Un hallazgo muy constante, sin embargo, fue que siempre que existio un lapso
minimo de 24 hotas entie Ip exposicion de la MMC y la cosecha, la frecuencia
de abenaciones fue significativarnente mayot que en los experimentos donde
no se dio tal lapso, independientemente de la accién de la Brdl Incorporada

o presente en ¢l redio. Esia dilerencio se puede observar enla Fig. 4, donde
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en los expanimentos #3, #4, #5 v #6 exisie un aumento en la frecuencic de ias

chenacinnes snimpornor s s les teid con 2:1al o no.

Estos tesultados podnan ingicor que en células ce AF existe una
lepatacion deficients dal ADN., Dutrioux en 1982 (52) 1eportd que en estas
célios el ciclo celulor es mas loigo, con una fase G, que dula
aptoximodomente e doble que la de ias células notmatles (52) y cuando se
sometenalo accion de agentes alquilcntas, o tase G, Mds loiga presenta una
rnayor cantidad de abenaciones, principaimente ctomatidicas, las cuales se

forman después de la eplicacidn del ADN (53),

Como se puede opteciar en logs tablas 5, 7. 9 y 11, se encontid uno
mayor cantidad de liguias 1odiales, liguras complejas, anilios y dicéntricos en
los expermentos #3, #4, 45y #6; v el nimere de ab/cel. aumenid a panir de
los misrios (fablas 4, 6, 8 v 10), lo cual indico que ios células AF de eslos

erperimetnos fueton mds dahodes.

En el presente tiabajo, en los experimentos #3, 44, #5 vy #6, las células
de AF se ficloion con MMC, que cousa dano ot ADN enla fase §, al rethar la
MMC y mantene! a los cuilivos Z4 hotas mas en incubaclion, es posible que
hayamos cosechado las ceélulas mas (etiasadas en la tase de G 2 y por lo
tanto, las mas dofadas, y por esta 1azdn fa fiecuencio de aberaciones en
estos experimentcs fue altla y sermejonte lo que no Indica sinergismo, Esto
ounado al hecho de que la mayolia de las abetiaciones clomosémicas que

anconttomos son del tipo ctomatidico (tablas 5, 7, 9 v 11), estd de acuerdo
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con la hipdtesis de que e} defecto bdsco en AF es ung alterceién en ia

reparacion post-replicativa.

Porotia parte, se debe congderar la posibilidad de que el aumento en
la frecuencia de aberraciones podria deberse no solo a la posicion del pulso
de MMC en nuestros cultivos, sino también a la oxigenacion que recibleron las
células cuando se favaron en los expelimentos #3, #4, #5 y #6 ya que diversos
estudios han derostrado que un exceso de oxigeno es alfamente tdxico pata
la células AF (54, 55), y que cuando se les trata con agentes antioxidantes, la
frecuencia de aberiaciones disminuye considerablemente, de monera que los
radicales libtes gensrados por el metobolismo del oxigeno pueden dafar
directamente g la ciomaling o impedir el conecto funcionamiento de las
enzimas de reparacion (16, 32). Sin embargo, al igual que en este trabajo, las
observociones de Sabatier y Dutiilaux {(53) mostraion que las célulos con AF
con G2 mds larga presentan una mayor cantidad de abenaclones, estos
autores obtuvieron sus resullados en células que no estuvieron en contacto con

oxigeno, hasta su cosecha.

Por lo anterior, pensamos que nuestios 1esultados son debldos a una
reparacién post-replicativa deficiente mds que a una oxigenacion en los

culfivos.

El hecho de haber encontrado una gran cantidad de aberraciones en
fos cultivos donde se dio un lapso minimo de 24 horas después del tratamiento

con MMC, Indica que es convenienie realizar este tipo de estudios, ya que esta
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respuesta de los célutas pueds ser Uil parg conctoiar el dicgndstico de k
enfermadad, sobre tado en oquéllos cases en los cuales el cuadio ciinico del
paciente y ia fiecuencio de obernraciones cromosdmicas espontdneas, § bien
san sugestivas, no son concluyentes. Actuolmente algunos estudios paro
diagndstica y clasificocidon de células de AF incluyen pruebas de tensién de
oxigeno, niveles de SOD, actividod de lo ligasa, niveles de NADPH y esclsién de
fiminos ademds de la pruebo con MMC (14, 58); lo MMC s ho utiizado
también pasa oblener intoimacion adicional sobre Ig sensibiidod a agentes
clostogénicos de homoclgolos y hetetocigotos (24), porio que una pruebacon
MMC como fa realizada en este habojo podria propotcionar resultados mas

clatos en cuanio ol diagndstico de cierto tipo de pacientes con AF.

Vil. CONCLUSIONES

1. De acuetdo con nuestios resultados, no se encontd sinelgismo entre
MMC y BidU en células testigo.

2. Existe variabitidad en la tespuesta de cada una de los pacientes AF, con
respecto o los diferentes expenmentos efectuados.

3. Et presente trabojo no apoyao la existencia de sinergismo entre MMC v
BidU como uno caracteristica generafizoda en AF.

4, Bl cosechar los céluas 24 hoios después del tiotamiento con MMC,
pennile tecuperal células con dano cromosdmico significativamente

mayor que cuando la cosecha es inmediota af pulso v por fo tanto se
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puede utiizar como una prueba pora diagnosticor citogenéticamente
o enferrnedod.

Los resuliados obtenidos apoyan lo hipdtesis de que el defecto basico
molecular en la AF es una deliciencia en fa repatacién post-replicativg

del ADN.
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TABLA 1

FRECUENCIA DE ABERRACIONES INDUCIDAS POR MITOMICINA C Y BROMODESOXIURIDINA
EN 4 PACIENTES CON ANEMIA DE FANCONIY TESTIGO

Experimento

Testigo
1

2
3

ARl

ZEN

Testigo AF(MA) AF(YA) AF(CL) AFR) X S

0.04 0.24 0.46 0.14 1.04 047 040
0.26 0.82 0.92 05 094 08 017
0.48 0.92 1.68 0.88 342 172 1.8
0.48 3.72 4.82 3.76 7.38 492 17N
0.18 5.80 6.94 210 698 520 230
0.36 2.38 7.10 408 7.09 538 2460
Q.76 6.94 5.28 790 550 640 1,23

Medio de cultive no suplementado

Medio de cultivo supiementado con 40 ng/mi de MMC

Medio de cultivo suplementadeo con 10 pg/mi de BidU

3820 oN SISt viS3
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TABLA 2

DISTRIBUCION DEL NUMERO DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS

EN 50 CELULAS DE CADA EXPERIMENTO EN EL SUJETO TESTIGO

#ab 0 1 2 3 4 4 6 7 8 9 10 11 12 1314
Contiol 48 2 0O 0 0oo00O0O0C 0O 0 0 O00Q0
exp.! 3713 0 0 0 0 60000 0O O O 0O
exp.2 37 7 2 3 1 0 00 OO0 0O O O 0O
exp.3 3114500 00000 0 0 0 00
exp.4d 42 7 1 0 0 0 0O 6 OO 0 O 0 OO
ep.§ 3313 1 1 0000 OO0 0 0 0 00O
exp.6 2516 6 2 1 0 0 0 0 O 0O 0 O OO
TABLA 3

TIPO DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN 50 CELULAS
DEL SUJETO TESTIGO

upt. anly fig. fig.

crom, frag. dic. rad. com. Inctb. fotal,
Control 2 0 o 0 0 0 2
exp. 1 13 0 4 0 0 0 13
exp. 2 22 1 0 0 1 0 24
exp. 3 19 2 0 3 ¢] 0 24
exp. 4 8 1 0 0 0 0 9
exp. 5 14 2 0 2 0 0 18
exp. 6 35 1 0] 2 0 0 38

fotal

inctb ab.

0

0
0
0
0
0
0

2
13
24
4

9
18

frec.
ab/cel.

0.04
0.26
0.48
0.48
0.18
0.36
0.76
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TABLA 4

DISTRIBUCION DEL NUMERO DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS
EN 50 CELULAS DE CADA EXPERIMENTO EN AF (MA)

total
10 11 12 13 14 Inctb ab.

¥ab 0 1 2 3 4 4 6 7 8 9
Control40 8 2 0 0 0O 0 0 0O O 0O 0O O O O 0 12
exp.1 30 9 45 1 1 0 00O O O O O O 0 4]
exp.2 30 8 50 1 001 00 0O O O O O 0 48
exp.3 9 7 109 3 11 2 30 0 0 0 2 0 3 186
exp.d 6 2 65 4 5 3 1 6 0 1 3 4 2 0 2 290
exp.5 1219 5§55 1 0 2 01 2 1 1 1 0 O o 119
exp.6 3 8 0 7 6 51 01 2 1 1 2 1 1 N 347
TABLA §
TIPO DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN 50 CELULAS
DE AF (MA)
tupt. anly fig. fig. frec.
ciom. frag. dic. rad. com. inctb. total. ab/cel.
Conteol ¥l 1 0 0 0 0 12 0.24
exp. 1 30 3 0 6 2 0 41 0.82
exp. 2 31 4 0 10 1 0 . 46 0.92
exp. 3 109 7 0 24 1 45 186 3.72
exp. 4 194 21 6 36 3 30 290 580
~exp. 5 %0 7 4 18 o 0 119 2.38
exp. 6 128 12 1 38 3 165 347 6.94
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DISIRIBUCION DEL NUMERO DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS

TABLA 6

EN 50 CELULAS DE CADA EXPERIMENTO EN AF (YA)

#ab 0 1
Contriot 3¢ 10
exp.1 19 19
exp.2 17 16
exp. 3
exp. 4

o N

7
5
exp.5 2
exp. 6 6

2
2
9
7

10

6

7

2

N W W O W

4
1

N O

4 678 9 10
10000 O
0D 0O0DOODO O
2 2000 0
32531 0
2 06 21 1
5 4 3 5 1 2
6 33 6 0 3
TABLA 7

1

— O O O

Q N W

12

O O N O O 0 O

13 14

o 0o o - 0 o o

N O N O O O O

TIPO DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN 50 CELULAS
DE AF (YA)

fupt.
crom.
Contiol 22
exp. 1 38
exp. 2 a4
exp. 3 128
exp. 4 177
exp. 5 134
exp. 6 157

frag.
1

16
i8

ani.
dic.y

0

N & N O O

fig.
rgd.

0
3
19
27
41
33
38

fig.

com.

a
2
0

SO

inctb.

o]

0
15
75
60
165
45

total,
23
46

84
M
297
355
264

{otal
inctb ab.

0

B 00 O O

tal

23
46
84
241
297
355
264

frec.
ab/cel

0.46
092
1.68
482
594
7.10
5.38
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TABLA 8

DISIRIBUCION DEL NUMERO DE ABERRACIONES CROMQOSOMICAS
EN 50 CELULAS DE CADA EXPERIMENTO EN AF (CL)

#ab 0 1 2 3 4 4 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Conttol43 7 00 O O 0 000 O O 0O O O
exp.! 2914 70 0 0 0 0O0CO0O O O 0 0 ©
exp.2 1923 44 0 00 OCOC 0O O O O O
exp.3 8 ¢ 112 4 5 3 0 2 1 0 1 1 0o 1
exp4d 1213 59 8 0 0 1 2 0 0 O O O O
exp.5 11 7 92 3 2 2 4 4 0 1 1 o 1 0
exp.6 2 4 4 3 2 3 4 2 2 5 4 1 2 v 1

TABLA 9
TIPO DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN 50 CELULAS
DE AF (CL)
c:g‘r)r’\: frag. cd?ri:y frlgd. cf:lg'm. inctb. totat,
Conticl 22 1 0 0 9] o} 23
exp. 1 24 0 2 0 0 28
exp. 2 39 1 3 0 0 a3
exp. 3 118 14 0 26 0 30 188
exp.4 80 5 0o 20 0 0 105
exp. 5 1o 14 1 34 o} 45 204
exp. 6 166 36 1 a2 0 150 395

inc
0

w O N O O

'35,
7
28
43
188
105
204
395

fiec.
ab/cel.

0.46
0.56
086
3.76
210
4.08
7.90
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DISTRIBUCION DEL NUMERO DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS
EN 50 CELULAS DE CADA EXPERIMENTO EN AF (RI)

TABLA 10

#ab 0 1} 2 3 4 4 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Conttol25 9 10 4 1 0 0 1 0 O 0O O O O O
exp.1 236 9 2 0 0001 0O 0O 0 0 0 O
exp.2 6 61013 4 303 1 0 2 1 0 0 O
exp.3 0 3 4 6 4 7 503 2 1 2 2 2 0
exp.d 2 3 3 5 4 5 4 1 2 3 7 4 1 3 0
exp.5 0 0 5 2 4 7 2 8 3 4 2 0 3 1 1
exp.6 2 611 5 6V 2 4 2 0 0 2 3 0 1

TABLA 11
TIPO DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN 50 CELULAS
DE AF (R)
c:gﬁ:: frag. %r]\é.‘y [r‘gd cf:lg'm. inctb. total.
Contto} 36 0 1 6 0 0 52
exp. 1 38 3 0 5 1 0 47
exp. 2 128 n 2 15 0 15 171
exp. 3 189 8 3 33 1 135 369
exp. 4 215 19 6 62 2 45 349
exp. 5 201 17 3 53 4 120 398
exp. 6 149 21 3 23 4 75 275

inctb

o

“hn o W O —

totat
ab.
52
47
171
369
349
398
275

frec.
ab/cel.

1.04
0.94
3.42
7.38
6.98
1.96
5.50
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uu/Ccel

fig.lk

b 1 2 3 4 5 6
# experimento

- Distribucibn de los promedios £ig.5 -
de 1a frecuencia de sberraciones
cromosbmicas en 4 pacientes con
Anemia de Fanconi ¥y un testigo .

10
"

Testigo
. = LF

45

Anflisis estadistico:

Prueva para comparaciones mOltiples

de intervalos , para el método de

" Friedmane w—-—~—- 1z 1linea continua
indica que hay diferencia significativa
con una p  0.05
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1=-6 = Experimentos
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