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Expresión diferencial del ARN en la anemia de Fanconi. Una probable
característica fenotípica
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RESUMEN

Objetivo: Analizar la expresión de la triosafosfato isomerasa (TIM) y del ácido ribonucleico ribosomal (ARNr) en ocho grupos de
complementación de anemia de Fanconi (AF).
Material y métodos: Se utilizaron líneas celulares linfoblastoides de referencia internacional de pacientes con AF, transformadas con
virus Epstein Barr. Los grupos fueron AF-A (HSC72), AF-B (HSC230), AF-C (HSC536), AF-D1 (HSC62N), AF-D2 (PD20), AF-E(VU130),
AF-F (VU121) y AF-G (VU143). La transcripción del gen de TIM se analizó por RT-PCR. La expresión del ARNr se analizó por electroforesis
a partir del ARN total, purificado con trizol, de cultivos celulares de cada grupo.
Resultados: El gen de la TIM se expresó de manera constitutiva en los ocho grupos analizados. Los ARN de alto peso molecular se
expresaron de forma diferente en los grupos de complementación AF-E y AF-F. Se observó la presencia de un ARN que podría
corresponder al precursor de ARNr  47S. Además, en el grupo AF-F, hubo disminución de las especies correspondientes a 28S y 18S.
Conclusiones: La TIM forma parte de la glucólisis, una vía metabólica esencial, y nuestros resultados muestran que la transcripción de
su gen no se afecta por la anemia de Fanconi. En contraste, la expresión de los ARNs de alto peso molecular sugiere que podrían existir
alteraciones en la maduración del ARNr en algunos grupos de AF. Tal defecto en la maduración de una molécula esencial como el ARNr
podría causar complicaciones graves en la evolución de la enfermedad. Estudios adicionales permitirán determinar si este comporta-
miento es característico de los grupos de complementación AF-E y AF-F.
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ABSTRACT

Objective: To analyze the expression of the triosephosphate isomerase (TIM), and the ribosomal ribonucleic acid (rRNA) from eight
Fanconi anemia (FA) complementation groups.
Material and methods: International reference Epstein Barr Virus-transformed lymphoblastoid cell lines, derived from FA patients,
were used. The complementation groups were AF-A (HSC72), AF-B (HSC230), AF-C (HSC536), AF-D1 (HSC62N), AF-D2 (PD20), AF-
E(VU130), AF-F (VU121) and AF-G (VU143). The transcription of the gene of TIM was analyzed by RT-PCR. The expression of rRNA was
analyzed by denaturing electrophoresis of the total RNA, purified by the use of trizol, from cell cultures of each complementation group.
Results: The gene of TIM was expressed in a constitutive manner for the eight groups studied. A differential expression of high
molecular weight RNA species in the complementation groups E and F was found. The presence of an RNA that could correspond to the
47S rRNA precursor is shown. In addition, there was a decrease on the expression of rRNA species corresponding to 28S and 18S, in
the FA-F group.
Conclusions: TIM is part of glycolysis, an essential metabolic pathway, and our results showed that FA does not affect its expression.
On the other hand, the expression of high molecular weight RNAs suggests that, in some complementation groups of FA, there could
exist alterations in the maturation of ribosomal RNA. Such defect in the maturation of an essential molecule as rRNA, might cause
complications in the course of the illness. Further studies will allow us to determine if this could be considered as a distinctive feature for
the complementation groups FA-E and FA-F.
Key words: Fanconi anemia, triosephosphate isomerase, ribosomal RNA.
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La anemia de Fanconi (AF) es una enferme-
dad autosómica recesiva en el humano, cuyo
cuadro presenta una gran variedad de mani-
festaciones clínicas como pancitopenia,  de-

fectos en el desarrollo esquelético y de órganos vitales,

retraso del crecimiento pre y post natal, anormalidades
del sistema nervioso, predisposición al cáncer (especial-
mente leucemia), e hiperpigmentación de la piel. 1, 2

El fenotipo celular se caracteriza por hipersensibili-
dad hacia agentes alquilantes bifuncionales del ADN;

http://www.medigraphic.com/espanol/e1-indic.htm
http://www.medigraphic.com/medi-artemisa
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la hipersensibilidad a su vez da origen a numerosas
aberraciones cromosómicas y retraso de las células en
la fase G2 del ciclo celular. 1, 3

Se identificaron 11 genes involucrados en este pro-
ceso mediante estudios de complementación por fusión
de células: FANC A, B, C, D1, D2, E, F, G, I, J y L . 4-11

Se considera que otros factores, además de los de
origen genético, están involucrados en la AF, ya que se
han descrito casos que presentan la misma mutación
pero con un fenotipo diferente, 12  por lo que se argu-
menta la participación de factores ambientales,
alimentación y exposición a patógenos, entre otros, en
la variabilidad de expresión fenotípica de la AF. 13

Hasta el momento se desconoce el total de molécu-
las involucradas en la expresión de alguno de los 11
fenotipos descritos para la AF, así como la existencia
de otras moléculas que se afecten como consecuencia
de esta enfermedad.

Nuestro grupo de trabajo estudia la triosafosfato
isomerasa (TIM o TPI) tanto a nivel genético como
bioquímico. Esta enzima se considera un buen modelo
para el estudio de la estructura y función proteica respec-
to a factores perturbadores externos e internos a la célula.

La TIM es una enzima de la vía glucolítica que cataliza
la interconversión entre la dihidroxiacetona fosfato y el
gliceraldehído 3- fosfato. 14  Su participación en la glucólisis
es determinante en la producción de energía a partir del
metabolismo de la glucosa. Se sabe que las mutaciones
detectadas hasta la fecha en el gen de la TIM de humano

producen, entre otras anormalidades, anemia hemolítica
crónica, incremento en la susceptibilidad a infecciones
bacterianas, defectos del crecimiento y deterioro de los
sistemas muscular y nervioso. 15

El gen de TIM en el humano tiene 3.5 kpb y consta
de 7 exones interrumpidos por seis intrones. El  ARN
mensajero (ARNm) presenta una región no traducida
(UTR) en el extremo 5’, de aproximadamente 50
nucleótidos (nt), y un UTR de 448 nt en el extremo 3’. 15

No existen trabajos que se refieran a la relación en-
tre defectos de la TIM y la AF. Sin embargo, debido a su
importancia en el metabolismo energético de la célula,
así como su relación con el desarrollo de anemia
hemolítica en individuos con deficiencia en la TIM (cita),
en este trabajo analizamos su expresión en células de
ocho de los grupos de complementación de AF. El obje-
tivo inicial fue saber si existía algún daño en la vía de
la glucólisis debido a la AF.

También analizamos la expresión del ARNr, uno de
los procesos más importantes de toda célula viviente,
con la intención de saber si existía alguna anomalía en
la biogénesis de los ribosomas debido a la AF.

Los genes ribosomales (ADNr) se localizan en el
nucléolo, a excepción del gen que codifica la subunidad
5S que se encuentra en el nucleoplasma.16 El ARNr se
transcribe como una unidad transcripcional que con-
tiene un espaciador transcrito externo 5’; la subunidad
de ARNr 18S; el espaciador transcrito interno 1; la
subunidad de ARNr 5.8S; el espaciador transcrito in-
terno 2; la subunidad de ARNr 28S y el espaciador
transcrito externo 3’. 17 Para que el ARNr pueda incor-
porarse a los ribosomas, primero debe pasar por ciertos
procesos de maduración, entre ellos el corte de las re-
giones espaciadoras. Conforme avanza el proceso de
maduración, se forman intermediarios con tamaños
que van desde 47S hasta 32S, antes de generarse las
especies completamente maduras. 17 Cuando existen
defectos en este mecanismo, las especies intermedia-
rias de ARNr pueden llegar a acumularse y distinguirse
de las maduras.

MATERIAL Y MÉTODO

Células
Se utilizaron líneas linfoblastoides de referencia inter-
nacional que fueron transformadas con virus Epstein
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Barr a partir de linfocitos de pacientes con AF, que per-
tenecen a los grupos de complementación AF- A
(HSC72), B (HSC230), C (HSC536), D1 (HSC62N), D2
(PD20), E(VU130), F (VU121) y G (VU143). Estas líneas
celulares fueron amablemente donadas por el Dr. Hans
Joenje de la Universidad Libre de Ámsterdam y son
mantenidas en condiciones de crecimiento en el labo-
ratorio de Citogenética del Instituto Nacional de
Pediatría.

Por cada línea celular se sembraron cultivos con una
densidad celular de 300,000 células/mL en medio
RPMI (GIBCO) suplementado con 10% de suero fetal
de ternera (HYCLONE) inactivado por temperatura y
antimicótico al 1% (GIBCO BRL). Se incubaron a 37 °C
en una atmósfera de CO2  al 5 %. Para la purificación de
ARN, se tomaron alícuotas de cada línea celular con
5,000,000 células cada una.

Purificación de ARN total
Las células se centrifugaron a 1,000 rpm, a 4°C duran-
te 10 min. Cada botón celular se resuspendió lentamente
con 1mL de trizol (GIBCO BRL), en hielo. Se incubó 5
min a temperatura ambiente y luego se pasó a hielo. Se
adicionaron a la muestra 200 mL de cloroformo-alco-
hol isoamílico frío (49:1 v/v). Se agitó 15 segundos en
vortex y se incubó a temperatura ambiente. Posterior-
mente se centrifugó a 10,000 rpm, a 4°C por 15 min. Se
recuperó la fase acuosa superior y se le adicionó un
volumen igual al recuperado de isopropanol frío. Se
mezcló por inversión y se incubó 5 min a temperatura
ambiente. Se centrifugó a 10,000 rpm, a 4°C por 15 min
y se decantó el sobrenadante. Se adicionó al botón 1mL
de etanol al 75 %, en frío, y se resuspendió. La muestra
se centrifugó a 10,000 rpm, a 4°C por 10 min, se decan-
tó nuevamente el sobrenadante y se dejó evaporar el
alcohol. Finalmente se resuspendió en 100 mL de agua
DEPC (dietil pirocarbonato, SIGMA). Las especies pre-
ponderantes de ARN (principalmente ARN ribosomal)
se analizaron por geles desnaturalizantes de agarosa
al 1.5 % con formaldehído.

Cuantificación de ARN
La concentración de ARN se cuantificó por su
absorbencia a 280 nm en un espectrofotómetro Beckman
Coulter DU 650, tomando en cuenta que 1D.O.280nm =
40µg de ARN/mL.

Oligonucleótidos
Se sintetizaron dos oligonucleótidos con la secuencia
correspondiente para flanquear al gen de TIM:  sentido
5´-CATATGGCGCCCTCCAGGAAG-3´ (hTIM F)
antisentido 5´-GGATCCTCATTGTTTGGCATT-3´(
hTIM R1). En sus extremos 5’ y 3’ llevan incluidos los
sitios de restricción para las enzimas NdeI y BamHI
respectivamente. Con estos oligonucleótidos se ampli-
fica desde el exon 1 hasta el exon 7.

Se sintetizaron otros dos oligonucleótidos con la
secuencia correspondiente para flanquear al exon 7
del gen y la región UTR 3’: sentido 5´-
GCTCTGTGACTGGGG CAACCTG-3´ (hTIM F2) y
antisentido 5´-GGATCCTAGTGCCAGGTTTATTCC-3´
(hTIM R2). Con estos oligonucleótidos se amplifica
desde el inicio del exon 7 (ultimo exon del gen) e inclu-
ye el UTR 3’.

RT-PCR
Para la amplificación del exon 7 con el extremo UTR 3´
del gen de TIM, se partió del ARN total (3 µg) prove-
niente de cada grupo de complementación. Para esta
amplificación se usaron los oligos hTIM F2 y hTIM R2
a una concentración final de 0.025 µg/µL Se utilizó el
estuche para RT-PCR Titan, de acuerdo a las recomen-
daciones del proveedor (ROCHE). Las condiciones de
amplificación fueron las siguientes: 50ºC durante 30
min; 94ºC por 2 min, seguido de 30 ciclos de 94ºC por
30 seg, a 55ºC por 30 seg y a 68ºC por 1 min. Finalmente
se incubaron las muestras a 68ºC durante 10 min.

La amplificación del transcrito completo de TIM (del
exon 1 la exon 7 sin UTR) se realizó a 50ºC durante 30
min, 94ºC por 2 min, seguido de 30 ciclos a 94ºC por 30
seg; a 42ºC por 30 seg y a 68ºC por 1 min, usando los
oligos hTIM F y  hTIM R1 como iniciadores.

Electroforesis y semicuantificación del ARNm
Los productos de amplificación se verificaron en geles
de agarosa al 1% y  a partir de ellos, se llevó a cabo la
semicuantificación del ARNm de TIM por
densitometría óptica. A los geles de agarosa en los que
se analizó el producto de amplificación del ARNm de
TIM se les agregó el mismo volumen de amplificado
para cada grupo de complementación; después se
digitalizaron con un sistema de análisis de imágenes
UVP. Se evaluó por densidad óptica la expresión del
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gen de TIM, tomando el blanco como 100% y el negro
como 0% de concentración con el software LabWorks
4.0.

PCR
Se realizó la amplificación del gen por PCR utilizando
como molde 2 µL del producto de RT-PCR para cada
grupo de complementación, los oligos hTIM F y hTIM
R1 a una concentración final de 0.025 µg/µL, y las si-
guientes condiciones de PCR: previa incubación de las
muestras a 94ºC durante 1 min,  35 ciclos de amplifica-
ción a 94ºC por 30 seg, a 42ºC por 1 min y a 72ºC por 1
min. Al final se incubaron las muestras a 72ºC durante
10 min. Para el PCR se utilizó Taq polimerasa
recombinante de Gibco con los reactivos e indicacio-
nes que incluye el proveedor.

RESULTADOS

El cuadro 1 muestra el rendimiento en la purificación
de ARN a partir de cada grupo de complementación.
Este ARN purificado se utilizó en los ensayos de RT-
PCR y en el análisis de la expresión del ARNr.

Cuadro 1. Concentración de ARN total obtenida para cada grupo
de complementación de AF

Grupo AF A B C D1 D2 E F G

[ARN]ng/µL 310 380 480 390 900 850 302 210

Se amplificó el exon 7 incluyendo el UTR 3‘ del
ARNm de TIM de todos los grupos de complementación
y alcanzaron un peso molecular de 563pb. El peso
molecular del amplificado fue igual para todos los gru-
pos (Figura 1). Asimismo, se amplificaron los 7 exones
del gen de TIM (sin UTR 3’), a partir del ARN previa-
mente purificado (Figura 2) y alcanzaron un peso
molecular de 744 pb, el cual corresponde al ARNm
maduro de este gen. La variación en densidad óptica
registrada para el gen amplificado en cada grupo AF,
se encuentra dentro de los parámetros del error por
carga de la muestra en el pozo; hubo una expresión
similar en todos los grupos de complementación (Fi-
gura 2).

Los geles desnaturalizantes de agarosa muestran
las especies de ARN preponderantes de la célula. Se

destacó la  expresión diferencial con respecto a las es-
pecies de ARN de alto peso molecular,
correspondientes a los ARNr (Figura 3).

DISCUSION

Confirmamos que el gen de TIM está presente en los
ocho grupos de complementación analizados y que se

Figura 1. Amplificación por RT-PCR del exon 7 y el UTR 3' del gen
de TIM de 8 grupos de complementación de la AF.  El peso molecular
(PM) del producto de amplificación fue de 560pb en todos los
grupos de AF, lo cual corresponde a lo esperado de acuerdo a la
secuencia del gen.

Figura 2. Amplificación por RT-PCR de los 6 exones correspon-
dientes al gen de TIM. El peso molecular (PM) del producto de
amplificación fue de 744pb en todos los grupos de AF, lo cual
corresponde a lo esperado de acuerdo a la secuencia del gen.
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expresa de manera normal, por lo que proponemos que
el metabolismo energético de la célula no se encuentra
dañado a ese nivel.

Las especies de ARN de mayor peso que las bandas
correspondientes al 28S observadas en los grupos de
complementación E y F (Figura 3), pueden correspon-
der al precursor 47S del ARNr, ya que el peso molecular
de la banda observada es cercano a 14 kb, lo cual ya se
ha descrito con anterioridad en sistemas que analizan
la biogénesis de los ribosomas. 17 Además, el grupo F
muestra una disminución en la intensidad de las ban-
das correspondientes al 28S y 18S (5 kb y 1.9 kb
respectivamente), lo que sugiere que la maduración de
estos ARN se retrasa por la acumulación de su precur-
sor. La acumulación de precursores del ARNr se ha
observado en células privadas de factores de madura-
ción como los ARN nucleolares pequeños (snoARNs)
18, 19 o proteínas nucleolares como la fibrilarina. 19 Cabe
señalar que algunas proteínas de la anemia de Fanconi
se organizan en foci intranucleares, 5 que por tamaño,
densidad y morfología podrían corresponder a los cuer-
pos de Cajal. Se sabe que los cuerpos de Cajal contienen
algunos factores de maduración del ARNr. 21 Si las pro-
teínas vinculadas con la anemia de Fanconi tuvieran
que ver con la organización de tales estructuras nu-
cleares, podríamos estar destacando el vínculo que
existe entre dos metabolismos que parecían indepen-

dientes; la maduración del ARNr y el proceso que se
desarrolla en la AF.

A nivel molecular, sugerimos que los grupos de
complementación E y F podrían distinguirse del resto,
por presentar especies de ARN de alto peso molecular
(14 kb), lo que en determinado momento puede ser útil
en la identificación de estos fenotipos celulares.
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