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INESTABILIDAD CROMOSOMICA EN NEUROFIBROMATOSIS

Dr. Ramiro López1; Dr. Camilo Félix1; Dr. José Rúales1; 
Dr. Galo Cantos1; Sr. Marcelo López2 ; Sr. Patricio Quiroga2 ; 

Srta. Ma. Eugenia Gómez2 ; y Prof. Dra. Lucía Regina Martelli3

Resumen

Se realizó un estudio de aberraciones crom osóm ica (quiebras, gaps, di- 
céntricos, fragm entos, anillos), de tres pacientes con Neurofibrom atosis y  cinco  
controles, mediante el cultivo tem porario de lin focitos y  utilizando Bleomicina. El 
estudió citogenético, revela una inestabilidad crom osóm ica en los pacientes neuro- 
fibrom atosoS  p o r  un incremento notable de gaps, dicéntricos y  fragm entos en com ­
paración  Con el grupo con tro l Nosotros com probam os que la Neurofibrom atosis 
és üñ síndrom e de inestabilidad crom osóm ica de acuerdo con un reporte previo de 
M oham ed Ita fez  y  cois. en 1985 .

Introducción

La N eurofibrom atosis (N F)¡ es 
uií& de jas  alteraciones más com unes produ­
cidas por herencia autosóm ica dom inante en 
el hom bre ( 1 * 2) el gen dom inante está loca­
lizado en la región pericentrom érica del cro­
m osom a 1 7 ( i) ,  que afecta  a hom bres y m u/ 
jeres por igual.

Lá 1SJF fue descrita por primera
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vez en 1 7 6 8  por “ Mark A kenside” , quien 
reportó el caso de un hom bre d é aproxim a­
dam ente 60  años de edad con m últiples tu ­
m ores cutáneos y subcutáneos que fueron 
heredados de su padre y pensaba que dichas 
lesiones se debían a un hipercrecim iento de 
glándulas subcutáneas (4). Hace más de un 
siglo en 1 8 2 2  “ Friedrich Daniel vón R ecklin - 
hausen” (6 - 7) reportó dos pacientes con 
num eroso neurofibrom ás y fue el prim ero en 
notar el origen neural de este tum or por lo 
que hoy la enferm edad lleva su nom bre. 
En 1 9 1 8  “T hom son” dem ostró que éste es 
un desorden aütosóm ico dom inante (8). 
La N F se presenta con una incidencia anual 
de 3 a 6 por cada 1 0 .0 0 0  nacim ientos (6 , 
9) con una tasa de m utación dé 1 por 9 .0 0 0  
gam etos (6 ) por generación y con una preva- 
lencia en la población dé 1 en 2 .5 0 0  — 3 .3 0 0
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(1 0 , 11). El sitio primario donde se expresa 
la m utación parece ser a nivel de las células 
dé Schw an y la neurona (1 2 )  por lo que la 
N F es el desorden prototipo para el estudio 
de m ecanism os biológicos de expresividad 
variable y de una elevada penetrancia (8 0  

o/o) (1 3 , 14).
El paciente neurofibrom atoso 

presenta diferentes grados de alteraciones 
qué pueden estar presentes desde el naci­
m iento o aparecer durante las d iferentes eta­
pas de la vida inclusive hasta en la tercera 
edad.

Hallazgos en el cuadro clínico

a) Alteraciones cutáneas: m anchas de 
color “ café con lech e” en la piel, cara, 
tro n co , extrem idades, de más de 1,5 cm de 
diám etro en el adulto y menores a 0 ,5  cm en 
el niño (6 , 10, 15), y neurofibrom as (1 0 )  
(1 5 ).

b) Alteraciones esqueléticas: en un 2 -3
o/o de los afectados (1 6 ), displasias óseas de 
tibia y peroné (1 7 ),-  fracturas patológicas 
(9 ), pseudoartrosis, alteraciones del esfenoi- 
des, alteraciones lam boidales, m acrodactilia 
( 1 ) y escoliosis (18),

e) Alteraciones del sistema nervioso cen­
tral y periférico (9): tum ores cerebrales, me- 
ningocele toráxico , meningiom as infantiles, 
síndrom e diencefálico ( 1 ) y retardo m ental 
(1 9 ).

d) Alteraciones endocrinas: pubertad pre­
coz ( 1 , 9 ), desórdenes del crecim iento (9 ), 
hiperactividad (1 9 ) y nodulos de Ljsch en 
el iris ( 1 ).

e) Alteraciones vasculares (17 , 2 0 ):
A proxim adam ente el 25 o/o de los pacien­
tes con N F desarrollan una o más com plica­
ciones, siendo la malignización la com plica­
ción más severa ( 6 ) de un 14 al 4 8  o/o (2 1 )  
de los pacientes. Existe una incidencia alta- 
m enta m arcada y una predisposición genéti­
ca para desarrollar malignidad en pacientes 
con N F, si se encuentran en con tacto  con 
ciertos facto res am bientales. Por ejem plo :

radiaciones (2 2 , 2 3 ).
Además se sugiere que existe  un 

aum ento de la susceptibilidad en pacientes 
neurofibrom atosos para desarrollar cáncer, al 
parecer mediada horm onalm ente ( 2 1 ).

Presum iblem ente, el neurbfibro- • 
ma puede resultar de una m utación el neuro^ 
fibrósarcom a generalm ente se inicia com o un 
neurofibrom a (24 ).

No existe un test diagnóstico 
para neurofibrom atosis y la mutagénesis de 
esa enferm edad es desconocida (1 8 ).

R ecientem ente se ha dem ostrado 
inestabilidad crom osóm ica en la N F (2 )  y 
por tanto  predisposición para desarrollar 
cáncer (2 2 ). U ltim am ente se ha observado 
que la N F está asociada a “X ” frágil (1 9 )  o 
con un com plejo crom osóm ico alterado que 
involucra a los crom osom as lq ,  8q, 1 5q , con 
dos puntos de rotura en el 8 (2 5 ), así com o 
tam bién la relación entre trisom ía 8 , mosai- 
cism o, leucem ia granulocítica crónica y neu­
rofibrom atosis (2 6 ). Inclusive se realizan es­
tudios de hibridación in—situ (2 7 )  aunque 
esto podría ser altam ente circunstancial, no 
deja de preocupar la relación que ex iste  en­
tre la N F y su tendencia a producir m aligni­
dad.

Objetivo

El ob jetivo del presente trabajo  
es dem ostrar inestabilidad crom osóm ica en 
la neurofibrom atosis de acuerdo con el aná­
lisis estad ístico  de las frecuencias obtenidas 
después de la investigación citogenética de­
tallada del m aterial som etido al estím ulo  de 
substancias alquilantes—radiom im éticas in­
ductores de aberraciones crom osóm icas 

(B leom icina) (3 5 ).

Materiales y Métodos

a) El presente es un estudio 
citogenético controlado. Se incluyen 5 pa­
cientes de sexo fem enino entre 1 1 y  4 5  años 
de edad diagnosticados de N F en el D eparta-
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m entó de D erm atología y G enética del 
Hospital das C línicas de Ribeirao Preto S.P, 
y 5 pacientes sanos de sexo fem enino entre 
10 y 4 6  años de edad, debiendo ellos cum ­
plir los siguientes criterios de inclusión (28):

Dos pacientes no fueron inclui­
dos para el estudio por presentar resfriado 
com ún,

b) Para el cultivo tem porario de 
lin focitos sé procedió de acuerdo con la té c ­
nica descrita por Moorfaead y cois. (2 9 ), m o­
dificada por Ferrari (3 0 ). En cada paciente 
se reco lectó  una m uestra de sangre periféri­
ca por punción venosa con jeringuilla descar- 
table y previam ente heparinizada (Liquem i- 
ne -R o ch e  5 .0 0 0  U/ml). La sangre fue co lo ­
cada en un tubo de ensayo estéril y m ante­
nida en reposo por aproxim adam ente dos 
horas para sedim entación y obtención de 
m ayor cantidad de lin focitos. Posteriorm en­
te se tom ó 3 mi de plasma y se colocó 1 mi 
del m ism o, en los frascos que contenían  10 
mi de m edio de cultivo com puesto por 7 0  
o/o de medio RPM I 1 6 4 0  (G IBCO , Grand 
island, N Y ), 20 o/o de suero humano n o r­
mal, 2 o/o de fitohem aglutinina y antib ióti­
cos (penicilina 100 U/200 mi y estrep tom ici­
na 0 ,0 2 5  U/20 m i). El medio fue incubado 
por un lapso de 72  horas, En dos medios de 
cultivo de las mismas características descri­
tas anteriorm ente Se añadió Bleom icina (B le- 
noxane — 15  mg Brísto l) 2 ug/ml; se cultivó 
por 72  horas a 3 7 °C  1 h 30  m inutos antes de 
com pletar el período de incubación se adi­
cionó a cada frasco 0,1 mi de solución de 
colch icina al 0 ,0 0 1 6  g o/o. Se preparó la 
m uestra para el extendido según las técnicas 
descritas (29, 30 ) y fueron  preparadas las

láminas y coloreadas con solución Giem sa 
diluida en tam pón fosfato  0 ,0 6  M, ph 6,8 
(1 :3 0 )  por 5 minutos.

c) El análisis se realizó en mi­
croscopio óp tico  (1 ,0 0 0  X ) én m etafases que 
presentaban crom osom as separados y sin su­
perposición. Se estudiaron 1 0 0  m étafases 
en cada individuo control y 200 m etafases 
en cada paciente afectado* (5 0  o/o de las 
m etafases con adición de Bleom icina),

d) El análisis com prendió: obser­
vación y diseño de los crom osom as, clasifi­
cándolos según los patrones de la con feren­
cia de Chicago (3 1 )  y de París (3 2 ), para el 
estudio de aberraciones crom osóm ieas: quie­
bras, “gaps” (3 3 , 34), crom osom as dicén-, 
tricos, crom osom as en anillo, figuras trirra- 
diales y cuadrirradiales (31),* fueron exclu i­
das las m etafases con número m enor o igual 
a 4 4  crom osom as, así com o las “ pulveriza­
das” .

Resultados

Se realizó com paración estad ísti­
ca éntre los dos grupos m ediante el uso de la  
T  de s tu d cn t’s, Obteniéndose algunas d iferen­
cias significativas entre los pacientes con N F 
y los pacientes control. El cuadro 1 indica 
las d iferentes alteraciones crom osóm icas e n ­
contradas en los pacientes control.

Díscusióñ y Conclusiones

La producción de quiebras c r o ­
m osóm icas en pacientes con tro l, por adición 
de Bleom icina, es estad ísticam ente significa­
tivam ente (P < 0 ,001), en com paración con 
los cultivos sin exposición a la misma; no 
sucede lo mism o coii la producción de gaps 
en los cuales no encontram os una d iferencia 
notable.

La producción de quiebras c ro ­
m osóm icas en pacientes con N F por adición 
de Bleom icina, no es estad ísticam ente signi*

No fum adores.
— No exposición  a agentes quím icos ni 

físicos.
r~ C línicam ente sanos a excepción del 

diagnóstico de N F en el grupo corres­
pondiente.
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C U A D R O  N o . 1
F R E C U E N C I A  D E  A B E R R A C IO N E S  C R O M O S O M IC A S  E S P O N T A N E A S  
E N  L IN F O C IT O S  D E  P A C IE N T E S  C O N T R O L  VS P A C IE N T E S  C O N  N F

A B E R R A C IO N  P O R  C E L U L A

PACIENTES TOTAL CÉLULAS QUIEBRAS 
X X

GAPS
X

POLIPLOIDIAS
*

DICENTRICOS
X

FRAGMENTOS
X

ANILLOS
X

FIGURAS
X .

ENDÓRREDÚPLlC 
■ X

CONTROL
N o.S

250 0,024 0,0192 0 0 0 0 0 0

N Í 
No. 3

300 0,125 0,154 0,011 0,011 ó 0 ó ó

C U A D R O  N o . 2
A B E R R A C IO N E S  C R O M O S O M IC A S  E N  L IN F O C IT O S  D E  P A C IE N T E S  
C O N T R O L  VS P A C IE N T E S  C O N  N F  P O R  A D IC IO N  D E  B L E O M IC IN A

AIIERKACION POR CELULA
PACIENTES TOTAL CELULAS QUIEOUAS OAPS POLlPl.OIMAS DICENTIIICOS FRAGMENTOS ANILLOS FIGURAS ENIKMKEIXIPLÍC 

X X X X X X  Tí X X

CONTROL 290 0,190 0,0100 (I 0,(1(145 0,045 0 ,0 (4  0,(1114 O
N o.S

NF :iO(l 0 ,1722  0,2 lilll 0,0,1 0,017 0 .05 O.OXH 0,014:1 0,0443
No. ¡I

C U A D R O  N o . 3
E F E C T O S  D E  L A  B L E O M IC IN A  P A R A  P R O D U C IR  Q U IE B R A S  Y  G APS 

E N  L I N F O C IT O S  D E  P A C IE N T E S  C O N T R O L

VARIARLE MKDIA DKSV. XTI). VAR1AN7.A COEF. VARIACION

1 Q - B 49.0 22.1246 409.5 45.1523
i Q -  C 6.0 1.7320 3.0 28.0675
i  G -  6 10.2 4.7116 22.2 46.1930
4 0  - c 4.0 2.7740 7.7 57.8102

NOTA: Q =  Quiebras G = Gaps

B -  Bleomicina C ~  Control

C U A D R O  N o . 4
E F E C T O S  D E  L A  B L E O M IC IN A  P A R A  P R O D U C IR  Q U IE B R A S  Y  G APS 

E N  L I N F O C IT O S  D E  P A C IE N T E S  C O N  N F

v a r ia b le MKDIA DESV. STD. VARIANZA COEF. VARIACION

1 0  -  6 51.66 19.8578 394.333 38.4345
2 q -  e 37,66 15,9400 254.333 42.3394
3 G -  B 65.66 7.3711 54¿333 11.2250
4 G -  C 46.33 5.6862 32.333 12.2725
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f¡cativa en com paración con los cultivos sin 
Bíeom  teína. Fin relación a los gaps, la d ife­
rencia es estad ísticam ente significativa (P 
0 ,0 2 5 ) .  (Cuadro 2 , 3 y 4  i Fig, 1 ).

La B leom icina induce más quie­
bras en pacientes neurofibrom atosos en com ­
paración Con los pacientes control, pero no 
existe una d iferencia estadísticam ente signi­
ficativa.

L os pacientes con N F, con adi­
ción de B leom icina, presentan más gaps que 
los pacientes norm ales a quienes tam bién se 
íes ad icionó Bleom icina, con una diferencia 
estad ística  m uy significativa (P  <C0 ,0 0 5 ).

A los pacientes neurofibrom ato­
sos a quienes no se les adicionó Bleom icina, 
presentan más gaps que los norm ales con 
Bleom icina, existiendo una diferencia esta­
d ísticam ente muy significativa (P <C 0 ,0 0 5 ) , 
al igual que en los cultivos sin Bleom icina 
(P <  0 ,0 0 5 ) .

Los pacientes con N F presentan 
notablem ente más quiebras crom osóm icas en 
com paración con los controles (P <  0 ,0 0 5 ).

La Bleom icina es un excelen te 
rád iom im étíco pará inducir la produccióh

de aberraciones crom osóm icas, quiebras y 
gaps entre pacientes controles y pacieptes 
neurofibrom atosos (P <C0 ,0 0 1  a P < C 0,025).

Muchas condiciones son asocia-' 
das con Una predisposición al cáncer, entre 
las cuales se incluyen una tendencia fam iliar 
hacia lá malignidad, con una consistente 
anorm alidad en los crom osom as com o es el 
caso de la N F (2 ). Los síndrom es dé inesta­
bilidad crom osóm ica se han caracterizado 
por un aum ento de la susceptibilidad a pre­
sentar aberraciones crom osóm icas en presen­
cia de substancias mutagénicas esp ecíficas 
(3 6 ), lo cual ha sido com probado según 
nuestros resultados utilizando Bleom icina la 
cual produce quiebras a nivel del ADN (3 7 ) , 
por una acción degradativa del mismo (3 8 ) .

í.a Bleom icina produjo un incre­
m ento notable de gaps, d icéntricos y «frag­
m entos en pacientes N F en com paración con 
el grupo control.

El paciente neurofibrom átoso 
presenta norm alm ente más quiebras y gaps 
crom osóm icos in vitro que los pacientes sa­
nos*, in vivo estas aberraciones probablem en­
te estarán alterando lá estructura genética 
del individuo.

Figura 1.— Aberraciones cromosómicas por Bleomicina 
N.F. vs CONTROL

0 M

3
u. *s*. 
<  
a
tu

Q U IEBRA S GAPS PO LIP 

A B E R R A C IO N E S I

DIO F RAG ANILLOS FIG EN DO

N.F. E ffl  CONTROL.
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