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SUMMARY

The fragile sites are specific loci that show fractures during karyotyping perform under specific
laboratory conditions. Are present in normal individuals and are classified by their population
frequency. These sites have been associated with an increase in chromosome fragility, fractures
and other chromosomal abnormalities. In recent years, the fragile sites have taken great
importance because they represent regions in the genome that are particularly sensitive to
replicative stress and are frequently rearrengedintumor cells. Multiple risk factors endogenous and
exogenous have been involved in the increase in chromosome fragility, including microorganisms,
drugs, illegal drugs and toxins. The fragile sites have provided insight into understanding
of the effects of replicative stress on DNA damage and genomic instability in cancer cells.
In this work we aim to summarize the limited information available about the topic, and the
clinical significance of fragile sites in vivo in the laboratory.

INTRODUCCION

Los sitios fragiles son los cromosémicos espe-
cificos y heredables, susceptibles a presentar
gaps o fracturas cuando el cromosoma es expues-
to a inhibicién parcial de la replicacién del ADN
(dcido desoxirribonucleico). Constituyen dreas de
cromatina que no se compactan apropiadamente
durante la mitosis debido a que presentan una re-
plicacién mds tardia que el resto del cromosoma®.
Se heredan de forma codominante (es decir, ambos
alelos se expresan en el fenotipo) y su ubicacién es
la misma en todas las células de un individuo o de
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una familia. La primera descripcién de ellos fue en
1965 en células de una mujer previamente irradia-
da. Al momento segtin el Genoma Database se han
identificado mds de 130 sitios frégiles distintos®.

Los sitios frégiles se clasifican basados en su fre-
cuencia poblacional en tres grupos principales:

1. Raros: que estdn presentes en un individuo por
varios cientos de personas. Podrian ser exclusi-
vos de la familia del paciente y no presentarse
en otros grupos.
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2. Intermedios: de los cuales existen dos mds fre-
cuentes en una poblacién determinada.

fra (10g25) 2,5% de los individuos
fra (16q22) 1 - 5% de los individuos

3. Comunes: son universales y forman parte de la
arquitectura cromosémica normal; por lo tan-
to, todos los individuos los portamos de forma
normal en nuestros cromosomas.

Sdlo los sitios frégiles raros e intermedios se clasifi-
can como variantes cromosomicas.

Los sitios fragiles comunes no varfan; se diferen-
cian en la proporcién de metafases en las cuales
pueden verse en un individuo entre un 0 y un
20%"°). A su vez, estos sitios frigiles se subdividen
basados en la induccién quimica especifica que los
produce y que permiten su visualizacién microscé-
pica en el laboratorio.

Los sitios frigiles comunes son inocuos. En algu-
nos estudios, los de frecuencia intermedia o rara,
se han descrito asociados con malformaciones
congénitas, anomalias cromosdmicas esporddicas
y mayor predisposicién a enfermedades malignas.

Existe evidencia de que estas regiones tienen rela-
cién con los rearreglos cromosémicos producidos
en tumores sélidos.

Después de la induccién in vitro, los sitios frigiles
se ven envueltos en la formacién de deleciones y
translocaciones, intercambio de cromdtidas herma-
nas, amplificaciones e integracién de pldsmidos®.

No existe una relacién aparente entre los sitios fra-
giles comunes y el retraso mental. Sin embargo,
dos sitios fragiles del cromosoma X son los respon-
sables del sindrome de X fragil, la segunda causa
mds importante de retraso mental después del sin-
drome de Down.
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Con esta revision bibliografica se pretende exponer
de forma clara y sencilla los multiples y complejos
factores que pueden alterar la evaluacion en el la-
boratorio de citogenética, y producir dificultades
en el diagnéstico de los pacientes.

SiINDROME DE X FRAGIL

Los sitios fragiles del cromosoma X, Xq27.3 denomi-
nado FRAXA y Xq28 FRAXE, son los causantes de
un cuadro patoldgico caracterizado principalmente
por retraso mental y rasgos faciales caracteristicos®.

Se debe a una mutacién dindmica que produce ex-
pansién del triplete CGG. Segtn la cantidad de
repeticiones que se tenga de este triplete se presen-
tardn los fenotipos en los pacientes®®. (Tabla 1)

Todos los inductores de fragilidad comparten la
capacidad de inhibir la elongacién de la replicacién
del ADN, por medio del bloqueo de las distintas
partes del sistema de replicacién.

FACTORES IMPLICADOS EN LA FRAGILIDAD
CROMOSOMICA

l. Patogenos

Son microorganismos que liberan exotoxinas y/o en-
dotoxinas que actian como quimicos mutagénicos
capaces de aumentar la cantidad de alteraciones cro-
mosdmicas en sangre periférica. A esto se suman las
respuestas inmunoldgicas del organismo a la infec-
cién, lo que produce una mayor liberacién de radica-
les libres de oxigeno y otras moléculas con capacidad
de dafar el ADN. Se ha relacionado a dos bacterias:
Mycobacterium tuberculosis (Gopal et al 1990,1991;
Jaju er al 1983; Ekmekei 1995) y Mycobacterium le-
pra (de Souza, Thomas 1988) y a dos virus: virus he-
patitis A y B (Chatterjee, Ghosh 1989) como capaces
de inducir dafio en el ADN y por tanto, aumentar la
fragilidad cromosdémica 77 vivo. No existen estudios
mds recientes que avalen estos hallazgos.
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Tabla 1. Significado clinico de la expansion del trinucléotido CGG en el gen FMR1

Repeticiones Categoria Significado clinico
5-40 normal Sin importancia clinica
41-58 rango intermedio Zona gris: sin importancia clinica conocida hasta el momento
59-200 premutacion Portador X fragil
En mujeres falla ovarica prematura
En hombres ataxia
>200 mutacion Retraso mental

Sindrome X fragil

Gen FMR1: Fragile Mental Retardation 1

(Adaptado de: The fragile X syndromes. En: Mc Kinlay R, Sutherland G. Chromosome abnormalities and genetic counseling. New York:

Oxford University Press, 2004; 220)

Il. Farmacos con accion genotoxica

Se han estudiado multiples fdrmacos para conocer
su capacidad de aumentar la fragilidad cromosé-

mica y por tanto, de causar inestabilidad genética.

Existen estudios que relacionan a drogas antitu-
berculosas”, derivados de nitroimidazol (metroni-
dazol)®, benzodiacepinas®, quimioterapéuticos y
drogas alquilantes (ciclofosfamida)’® con un au-

mento en la fragilidad cromosémica.

Otros medicamentos que producen aumento de la
fragilidad cromosémica in vitro"V se encuentran
en estudio actualmente para corroborar o descar-
tar alteraciones cromosémicas iz vivo. (Tabla 2)

1. Drogas alquilantes

En pacientes con distintas indicaciones para
tratamiento con drogas alquilantes (inmunosu-
presores) que recibieron altas dosis por periodos
prolongados de tiempo, se encontré aumento de
alteraciones cromosémicas’? que inclufa delecién
del brazo largo del cromosoma 5. En el brazo

Tabla 2. Farmacos de uso comiin que aumentan la fragilidad cromosdmica in vitro

Farmaco Grupo farmacolégico Alteracion citogenética

Furosemida diurético de asa produce alteraciones cromosomicas en linfocitos in vitro
Nimodipina antagonista del calcio aumenta la cantidad de microntcleos

Eprosartan IECA produce alteraciones cromosémicas en linfocitos in vitro
Hidralazina aumenta la cantidad de SCE

Diazepam benzodiacepina Micronucleos

Oxacepam benzodiacepina Micronucleos

IECA: Inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina. SCE: Intercambio de cromatidas hermanas.

(Adaptado de: Lopez Nigro MM, Palermo AM, Mudry MD, Carballo MA. Cytogenetic evaluation of two nitroimidazol derivatives.

Toxicol in Vitro 2003;17:35-40 / Brambilla G. Carrozzino R, Martelli A. Genotoxicity and carcinogenicity studies of benzodiazepines.
Pharmacol Res 2007;56:443-58 / Brambilla G. Martelli A. Genotoxicity and carcinogenecity studies of antihipertensive agents. Mut Res

2006;612:115-49).
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largo del cromosoma 5 estdn presentes genes que
codifican para diversos factores de crecimiento y
reguladores de accién de oncogenes. La pérdida
de esta informacién podria explicar por qué estos
pacientes desarrollan sindromes mielodispldsi-

cos™,

Los cambios en el cariograma serian secunda-
rios a altas dosis acumulativas de los farmacos,
los mds frecuentemente observados son fracturas

(5160 En la literatura se recomienda

cromatidicas
un seguimiento con monitorizacién hematold-
gica en pacientes que reciban este tipo de trata-

miento.

2. Tratamiento antineoplasico

Seis meses después de finalizado el tratamiento
combinado de quimioradioterapia en pacientes
con linfoma de Hodgkin, persiste dafio cromo-
sémico en el individuo. Estos cambios en el ge-
noma podrian ser la causa de la activacién de
oncogenes y explicar el posterior desarrollo de
una enfermedad maligna secundaria en estos

pacientes".

lll. Toxicos con accion clastogénica

Los clastégenos son agentes fisicos o quimicos
capaces de producir dafio del ADN. Se conoce
que existen toxicos que pueden aumentar la fra-
gilidad cromosémica™: uno de ellos es la dioxi-
na". El candidato presidencial ucraniano Victor
Yushchenko sufrié envenenamiento con dioxina
en el ano 2004, provocdndole severas lesiones cu-
tdneas, pancredticas y hepdticas. Las drogas ile-
gales como la heroina, la cocaina y la marihuana
pueden causar aumento de la fragilidad cromosé-
mica®”. Los efectos de la radiacién ionizante®”
son ampliamente reconocidos a partir de la caida
de la bomba atémica en Hiroshima el 6 de agosto

de 1945.
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IV. Condiciones del paciente que podrian
aumentar la fragilidad cromosdmica

La anemia perniciosa producida por el déficit de
vitamina B12 y el déficit severo de folato también
se han visto relacionados con una fragilidad cro-

mosdmica aumentada en estos pacientes?.

V. Sindromes de alteraciones de la reparacion
del ADN

Por ultimo, no hay que olvidar dentro del diag-
néstico diferencial de la fragilidad cromosémica
aumentada que existen diversos cuadros que se
caracterizan por alteraciones en la reparacién del

material genético™.

Estos sindromes tienen fenotipos caracteristicos
que generalmente permiten la sospecha diagnéstica
inicial. Se confirman al realizar cariogramas
con técnicas especiales para inducir la fragilidad
con distintos quimicos o radiacién ionizante y
confirmar el diagndstico.

Dentro de estos sindromes se encuentran: anemia

de Fanconi®¥

de Bloom®®y sindrome de Nijmegen'

, ataxia-telangiectasia®”, sindrome
27)

EXAMENES CITOGENETICOS

I. Estudio del sindrome de X fragil

Para el anilisis de la presencia de sitios frégiles (X
fragil) se realiza cultivo de los linfocitos del pa-
ciente en medios con cantidad reducida o ausencia
total de 4cido félico. También se puede estudiar
en un medio con cantidad normal de dcido félico
agregando un antagonista de folatos, que induce

@9 Sin embargo, ac-

la fragilidad cromosémica
tualmente es mds util realizar estudio molecular

de ampliacién del triplete CGG a los pacientes con
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sospecha de sindrome de X frégil, en vez de los
métodos descritos anteriormente, debido a que re-
quiere menor tiempo, tiene menor costo y ademds
tiene mds de 99% de probabilidad de detectar la

mutacién®.

Il. Estudios para medir genotoxicidad

Se utilizan tres técnicas en el laboratorio para me-
dir el efecto de los factores clastogénicos en los cro-
mosomas:

1. Micronucleos

Es una técnica citogenética rdpida y sensible para
evaluar el dano cromosémico en linfocitos huma-
nos®?. Se originan de fragmentos cromosémicos o
cromosomas completos que durante la mitosis no
fueron incluidos en el nicleo de la célula hija. Es-
tos fragmentos que son consecuencia de la fractura
cromosémica, se retrasan y fallan en su incorpora-

cién durante la mitosis®V.

Individuos normales tienen micronicleos en un
5-6% de las células examinadas. Individuos con
sitios fragiles de frecuencia intermedia pueden te-
ner microntcleos en un 12-15%.

La técnica citogenética consiste en frenar el pro-
ceso de divisién celular cuando la célula sélo haya
sufrido una divisién mitdtica; para ello se desarro-
116 la técnica del bloqueo de la citocinesis (CBMN:

cytokinesis-block micronucleus)®*.

En esta técnica se utiliza citocalasina B, una molé-
cula aislada del hongo Helminthosporum demaroi-
deum que es capaz de inhibir la polimeracién de la
actina, proteina fundamental que conforma junto
con la miosina el anillo contrictil necesario para
la particién celular en telofase mitdtica. Al hacer

esto impide la citocinesis al inhibir la formacién
del anillo®?.
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2. Intercambio de cromatidas hermanas (SCE
sister chromatide exchange)

Es la manifestacién citolégica de intercambio en-
tre los productos de replicacién del ADN, secun-
daria a la reparacién por una agresién endégena o
exdgena. Implica intercambio reciproco de mate-
rial cromosémico®). Permite evaluar la respuesta
celular a la exposicién a diversos quimicos. La
técnica se basa en incorporar BrdU (5-bromo-
deoxiuridina) un andlogo de la timidina, nucléo-
sido formado por la unién de timina con un ani-
llo de deoxirribosa, en el que un dtomo de bromo
reemplaza al grupo metilo en la posicién 5'de la
timina, en los cromosomas en replicacién lo que
permite visualizar los segmentos recién replicados

del ADN®3),

3. Alteraciones cromosomicas

Secundarias a diferentes agentes clastogénicos, son
variadas desde un fragmento cromosémico acéntri-
co - es decir, sin centrémero - hasta una fractura de
ambas cadenas del ADN (bicatenaria) resultando

en la formacién de un cromosoma en anillo®739,

Se utiliza una técnica citogenética tradicional de
tincién con Giemsa y se analizan aproximadamen-

te 100 a 300 metafases por paciente® 4.

CONCLUSION

Se describen los factores conocidos actualmente
que podrian aumentar la fragilidad cromosémica
in vivo en los pacientes que no portan sindromes
de fragilidad cromosémica que la justifiquen, y los
factores que aumentarian esta fragilidad 7z vizro en
el laboratorio de citogenética.

El aumento de la fragilidad cromosémica tanto i
vivo como in vitro tiene gran importancia debido a
que causa dificultad en la evaluacién e interpreta-
cién de los resultados.
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La informacién cientifica al respecto la mayoria de
veces es contradictoria, adem3s es escasa, existien-
do unas pocas publicaciones respaldadas cientifi-
camente que permitan un andlisis; sin embargo,
su importancia radica en que se ha implicado al
aumento de fragilidad cromosémica iz vivo a un
riesgo mayor de alteraciones estructurales cromo-
sémicas que podrian ser acumulativas y por ende,
producir inestabilidad del material genético.

Es necesario que se realicen més estudios con va-
lidez cientifica para saber con certeza si esta ines-

tabilidad puede o no producir neoplasias a corto y
largo plazo.

La fragilidad cromosémica incrementada iz vitro
puede dificultar el diagndstico citogenético en el
laboratorio; por esto es necesario conocer cudles
son los sitios frigiles cromosémicos normales, para
diferenciarlos en el microscopio de sitios frégiles
que nos obliguen a descartar la presencia de factores
exdgenos y/o enddgenos que alteren la estabilidad
cromosémica y con ello el resultado que se entrega
al clinico que solicita el examen.
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