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Resumen

" Se realiz6 un estudio de aberraciones cromosémica (quicbras, gaps, di-
céntricos, fragmentos, anillos), de tres pacientes con Neurofibromatosis y cinco
doiitroles, mediante el cultivo temporario de linfocitos y utilizando Bleomicina. El
estudio citogenético, revela una inestabilidad cromosémica en los pacientes neuro-
fibromatosos por un incremento notable de gaps, dicéntricos y fragmentos en com-
paracion con el grupo control. Nosotros comprobamos que la Neurofibromatosis
es un sindrome de inestabilidad cromosémica de acuerdo con un reporte previo de

Mohamed Hafez y cols. en 1985.

introduecion

La Neurofibromatosis (NF), es
ung de Jas alteraciones mis comunes produ-
¢idag por herericia autosémica dominante en
el hombre (1, 2) el gen dominante estd loca-
lizado en la region pericentromérica del cro-
mosoma 17 (3), que afecta a hombres y mu<
jeres por igual,

La NF fue descrita por primera
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vez en 1768 por “Mark Akenside”, quien
reportd el caso de un hombre de aproxima-
damente 60 afos de edad con miltiples tu-
mores cutineos y subcutineos que fucron
heredados de su padre y pensaba que dichas
lesiones se debian a un hiperctecimiento de
glindulas subcutineas (4), Hace mis de un
siglo en 1822 “Friedrich Daniel von Recklin-
hausen” (6 - 7) reportd dos pacicutes con
numeroso neurofibromas y fue el primero en
notar el origen neural de este tumor por lo
que hoy la enfermedad lleva su nombre.
En 1918 “Thomson” demostrd que éste es
un -desorden autosémico tominante (8).
La NF se presenta con una incidencia anual
de 3 a 6 por cada 10.000 nacimientos (6,
9) con una tasa de mutacidon de 1 por 9.000
gametos (6) por generacion y con una preva-
lencia en la poblacion de 1 en 2.500 — 3.300
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(10, 11). El sitio primario donde se expresa
la mutacién parece ser a nivel de las células
de Schwan y la neurona (12) por lo que la
NF es el desorden prototipo para cl estudio
de mecanismos bioldgicos de expresividad

variable y de una elevada penetrancia (80

o/o) (13, 14),

El paciente neurofibromatoso
presenta diferentes grados de alteraciones
que pueden estar presentes desde el naci-
miento o aparecer durante las diferentes cta-
pas de la vida inclusive hasta en la tercera
edad. '

Hallazgos en el cuadro clinico

a) Alteraciones cutaneas: manchas de
color *“café con leche” en la piel, cara,
tronco, extremidades, de mds de 1,5 cm de
didmetro en el adulto y menores a 0,5 cm en
¢l nifio (6, 10, 15), y neurofibromas (10)
(15).

b) Alteraciones esqueléticas: ¢cn un 2 -3
o/o de los afectados (16), displasias dseas de
tibla y peroné (17),  fracturas patolbgicas
(9), pseudoartrosis, alteraciones del esfenoi-
des, alteraciones lamboidales, macrodactilia
(1) y escoliosis (18).

¢} Alteraciones del sistema nervioso cen-

tral y periférico (9): tumores cerebrales; me-

~ningocele torixico, meningiomas infantiles,
sindrome diencefdlico (1) y retardo mental
(19).

d) Alteraciones endocrinas: pubertad pre-
coz (1, 9), desordenes del crecimiento (9),
hiperactividad (19) y nédulos de Lisch en
el iris (1).

6) Alteraciones vasculares (17, 20):
Aproximadamente el 25 o/o de los pacien-
tes con NF desarrollan una 0 mas complica-
ciones, siendo la malignizacién la complica-
cion mis severa (6) de un 14 al 48 o/o (21)
de los pacientes. Existe una incidencia alta-
menta marcada y una predisposicion genéti-
ca para desarrollar malignidad en pacientes
con NF, si se encuentran en contacto con
ciertos factores ambientales. Por ejemplo:
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radiaciones (22, 23).

Ademds se sugiere que existe un
aumento de la susceptibilidad en pacientes
neurofibromatosos para desarrollar cincer, al
parecer mediada hormonalmente (21).

Presumiblemente, el neurdfibro-
ma puede resultar de una mutacién el neuro-
fibrosarcoma generalmente se inicia como un
neurofibroma (24).

No existe un test diagnostico

‘para ncurofibromatosis y la mutagénesis de

esa enfermedad es desconocida (18).

Recientemente se ha demostrado
inestabilidad cromosémica en la NF (2) y
por tanto  predisposicion para desarrollar
cincer (22). Ultimamente se ha observado
que la NF estd asociada a “X” frigil (19) o
con un complejo cromosdmico alterado que
involucra a los cromosomas 1q,’8q: 154, con
dos puntos de rotura en el 8 (25), asi como
también la relacidon entre trisomia 8, mosai-
cismo, leucemia granulocitica crénica y neu-
rofibromatosis (26). Inclusive se realizan es-
tudios de hibridacién in—situ (27) aunque
esto podria ser altamente circunstancial, no
deja de preocupar la relacion que existe en-
tre la NF y su tendencia a producir maligni-
dad. ) s

Ohjetivo

El objetivo del presente trabajo
es demostrar inestabilidad cromosdémica en
la neurofibromatosis de acuerdo con el and-
lisis estadistico de las frecuencias obtenidas
después de la investigacion citogenética de-
tallada del material sometido al estimulo de
substancias alquilantes—radiomiméticas in-
ductores dc aberraciones cromosdmicas
(Bleomicina) (35).

Materiales y Métodos

a) El presente es un estudio
citogenético controlado. Se incluyen 5 pa-
cientes de sexo femenino entre 11 y 45 afios
de edad diagnosticados de NF en el Departa-
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mento de Dermatologia y Genética del
Hospital das Clinicas de Ribeirao Preto S.P.
y 5 pacicntes sanos de sexo femenino entre
10 y 46 afios de edad, debiendo ellos cum-
plir los siguientes criterios de inclusion (28):

- No futnadores.

~ No exposicion a agentes quimicos ni
fisicos. ‘

~ -Clinicamente sanos a excepcion del
diagndstico de NF en el grupo corres-
pondiente.

Dos pacientes no fueron inclui-
dos para el estudio por presentar resfriado
comin.

b) Para el cultivo temporario de
linfocitos se procedié de acuerdo con la téc-
niica descrita por Moarhead y cols. (29), mo-
dificada por Ferrari (30). En cada pacicnte
se recolectd una muestra de sangre periféri-
ca por puncion venosa con jeringuilla descar-
table y previamente heparinizada ({.iquemi-
ne~Roche 5.000 U/ml). La sangre fue colo-
cada en un tubo de-ensayo estéril y mance-
nida en reposo por aproximadamente dos
horas para sedimentacibn y obtencion de
mayor cantidad de linfocitos. Posteriormen-
te se tomd 3 ml de plasma. y se colocd 1 ml
del mismo, en-los frascos que contenian 10
ml de medio de cultivo compuesto potr 70
o/o de medio RPMI 1640 (GIBCO, Grand
[sland, NY), 20 o/o de suero humano nor-
mal, 2 o/o de fitohemaglutinina y antibioti-
cos (penicilina 100 U/200 ml y estreptomici-
fa 0,025 U/20 ml). El medio fue incubado
por un lapso de 72 tioras. En dos medios de
cultivo de las mismas caracteristicas descri-
tas anteriormente se afiadio Bleomicina (Ble-
noxane - 15 mg Bristol) 2 ug/ml; se cultivd
por 72 horas a 370C 1 b 30 minutos antes de
completar el periodo de incubacion se adi-
ciond 2 cada frasco 0,1 ml de solucion de
colchicina al 0,0016 g o/o. Se prepard la
muestra para el extendido seglin las técnicas
descritas (29, 30) y fueron preparadas las
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liminas y coloreadas con solucibn Giemsa
diluida en tampdn fosfato 0,06 M, ph 6.8
(1:30) por 5 minutos.

¢) El andlisis se realizd en mi-
¢roscopio dptico (1.000 X) én metafases que
présentaban cromosomas separados y sin su-
perposicibn. Se eéstudiaron 100 metafases
en cada individuo control y 200 metafases
en cada paciente afectado, (50 o/o -de las
metafases cots adicidbn dé Bleomicina),

d) El andlisis comprendid: obscr-
vacion y diseéio de los cromosornas, clasifi-
candolos segin los patrones de la conferen-
cia de Chicago (31) y de Paris (32), para el
estudio de aberraciones cromosOmicas: quie-
bras, ‘“gaps” (33, 34), ctonmosomas dicén-
tricos, cromosomas en anillo, figuras trirra-
diales y cuadrirradiales (31), fueron exclui-
das las metafases con nimero menor o igual
a 44 cromosomas, asi como las “pulveriza-
das”,

Resultados

Se realizd comparacion estadisti-
cd éntre 1os dos grupos mediante cl.uso de fa
T de student’s, obteni¢ndose algunas diferen-
cids significativas entre los pacientes con NF
y los pacientes control. £l cuadro 1 indica
las diferentes alteraciones eromosdmicas en-
contradas en 19s pacientés control.

Discusién y Conclusiones

La produccion de quicbras cro-
mosdmicas en pacientes control, por adicibn
de Bleomicina, es estadisticamente significd-
tivamente (P <0;001), en comparacion con
los cultivos sin exposicion a la misma; no
sucede lo mismo con la produccion de gaps
en los ¢uales no encontramos una diferencia
notable,

La produccidbn de quicbras cro-
mosOmicas en pacientes con NE por adicion
de Bleomicina, no es estadisticamente signi-
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: : CUADRO No. 1 Lo :
FRECUENCIA DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS ESPONTANEAS
EN LINFOCITOS DE PACIENTES CONTROL VS PACIENTES I;ON NF -

ABERRACION POR CELULA

-PACIENTES TOTALCELULAS QUIEBRAS c,;(rs POLIPL)?]D]AS DICEN’;"RICOS FRAGMENTOS ANILLOS FIGURAS ENDORRED(JPL!G
X

CONTROL 450 0024 00192 - 0 ) 0 ) 0 )
No.5 .

N§ 300 0125 ' 0,154 6,011 0,011 . ] 0 i [}
Ne. §

CUADRO No. 2
ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN LINFOCITOS DE PACIENTES
CONTHOL VS PACIENTES CON NF POR ADICION DE BLEOMICINA

; ABERRACION POIR CELULA ’
PACIENTES Tom.cuuu\s omsmus GAPS POLIPLOINIAS chEeruLos I-RAGMENTOS ANII.LOS ncums ENDORREDUPLIC
X X

CONTROL, 0 0196 opdm 0 0, oan o,dis' 0,604 0,008 o
No. § ;
NF - 400 01722 02100 001 a0i7 0,05 X 0,044 00443
No. % ’
CUADRO No. 3

EFECTOS DE LA BLEOMICINA PARA PRODUCIR QUIEBRAS Y GAPS
EN LINFOCITOS DE PACIENTES CONTROL

VARIABLE MEDIA DESV. STD. VARIANZA COEF. VARIAGION

1 Q<8 Y] 22,1246 489.5 45.1523
2 Q¢ 6.0 ) 1,7320 3.0 . 28.8675,
36«8 " 102 T Xt TN 22.2 46.1930
46 -¢ 4.8 . 2748 7.7 . 578102
NOTA: @ =  Quichras G = ‘Gaps
B = Bleomicina. C = Control
CUADRO No. 4

EFECTOS DE LA BLEOMICINA PARA PRODUCIR, QUIEBRAS \ GAPS 5y
EN LINFOCITOS DE PACIENTES CON NF.

VARIABLE MEDIA DESV., STD. VARIANZA: . COEF. VARIACION -

1 Q-8 - 5160 19.8576 - 394.333 38.4345 -
2Q-~-¢ 37.66 15.9400 254,338 42,3394

3G -8 65.66 7371 54333 11,2250
46 -¢C 46.33 . 56862 32333 22725
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ficativa en comparacion con los cultivos sin
" Bleomicina. En relacidn a los gaps, fa dife-
. rencia es estadisticamente significativa (P <
0,025). (Cuadro 2, 3 y 4; Fig. 1).

L4 Bleomicina induce mas quie-
bras én pacientes neurofibromatosos en com-
paracién con los pacientes control, pero no
éxiste una diferencia estadisticamente signi-
ficativa,

Los pacientes con NF, con adi-
cion de Bleomicina, presentan mis gaps que
los pacientes normales a quienes también se
les adicioné Bleomicina, con una diferencia
estadistica muy significativa (P <0.005).

A los pacientes neurofibromato-
508 4 quienes no sc les adicion6 Bleomicina,
presentan mds -gaps que los normales con
Bleomicina, existiendo una diferencia esta-
disticamente muy significativa (P < 0,005),
al jgual que en los cultivos sin Bleomicina
P < 0,008).

, Los pacientes con NF presentan
notablemente mis quiebras cromosbémicas en
comparacidn con los controles (P < 0,005).

L& Bleomicina es un excelente
radiomimético pard inducir la produccion
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de aberraciones cromosomicas, quicbras y
gaps entre pacientes controles y pacieptes
neurofibromatosos (P < 0,001 a P <0,025).

Muchas condiciones -soh asocia”
das con una predisposicién al cincer, entre
lds cuales se incluyen una tendencia familiar
hacia la ‘malignidad, con una consistente
anormalidad en los cromosomas como es el
caso de la NF (2). Los sindromes dé inesta-
bilidad cromosémica se hian caracterizado
por un dumento de la susceptibilidad a pre-
sentat aberraciones cromosdomicas en presen-
cia de substancids mutagénicas especificas
(36), lo cual ha sido comprobado segln
nuestros resuitados dtilizando Bleomicina la
¢ual produce.quiebras 4 nivel del ADN (37),
por una accion degradativd del mismo (38).

L.a Bleomicina produjo un incre-
mento notable de gaps, dicéntricos y frag-
mentos en pacientes NF en comparacion con
el grupo control. '

El paciente neurofibromatoso
ptesenta normalmenté mds quiebras y gaps,
cromosbmicos in vitro que los pacientes sa-
fios; in vivo estas aberraciones probablemen-
te estardn alterando la estructura genética
del individuo.

Figura 1.~ Aberraciones cromosbmicas por Bleomicina

N.F. vs CONTROL

0.26

0.2

0416

0.1

MEDIA / CELULA .

0.06

0 )
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