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ANTECEDENTES.

La anemia de Fanconi (AF) fue descrita por primera vez en 1927 y es, tal vez la forma mas
intrigante de las fallas hereditarias de médula dsea. Forma parte de los sindromes de inestabilidad
cromosdmica los cuales tienen en comin un aumento en la frecuencia de rupturas cromosémicas
espontaneas e hipersensibilidad celular a mutagenos asociada con malformaciones congénitas (1,2).

AF se hereda en forma autosdmica recesiva, es un padecimiento raro con una prevalencia en
caucasicos de 1/350,000 a 1/476,000, en algunas poblaciones como Turquia y los grupos negros de
Africa tiene una prevalencia de 1/26,000 probablemente es mas frecuente debido a Ia alta frecuencia
de matrimonios consanguineos (3, 4). Hasta 1992 se habian reportado aproximadamente 1000
pacientes en la literatura mundial. A pesar de que la frecuencia de homocigotos es baja, como en otros
padecimientos recesivos, los heterocigotos son relativamente frecuentes, se ha estimado que 1 de cada
200 individuos es portador de una mutacion en los genes AF, y es posible que algunos casos de anemia

aplasica adquirida sean causados por heterocigocidad para los genes AF (5,6).

1. CARACTERISTICAS CLINICAS.

Entre las caracteristicas clinicas mas constantes se encuentran la pancitopenia, el retraso en el
crecimiento y la hiperpigmentacion cutinea, que estan presentes en mas del 60% de los pacientes. Al
nacimiento el diagnéstico puede establecerse con base en la presencia de malformaciones; lo mas
frecuente es que exista afeccion al sistema esquelético principalmente de radio y pulgar y menos del
50% cursa con anormalidades renales, genitales, oculares, auditivas y cardiacas. El 5% de los
pacientes desarrollara alguna neoplasia, principalmente hematologicas (leucemias) y carcinomas en
particular cancer hepatico, en forma general se acepta que un paciente AF tiene 15,000 veces mayor
riesgo de desarrollar cancer en edades pediatricas (1,3,6).

El cuadro clinico es muy varniable, tanto que hasta un 37% de los pacientes no presenta
malformaciones congénitas asociadas y el diagnéstico no se hace sino hasta que aparece la
pancitopenia la cual también se comporta de manera heterogénea y se presenta con diversos grados de
gravedad y con edades de inicio variables, sin embargo estd presente en el 90% de los casos (1).
Aunque la mayoria de los pacientes se diagnostican entre los 3-7 afios de edad en base a la presencia
de pancitopenia, en un 10% el diagndstico se establece después de los 16 afios; ¢l rango de edad al
diagnostico varia de 0-38 afios y la manifestacion inicial siempre es la trombocitopenia. El tratamiento



inicial para la pancitopenia consiste en la administracion de androgenos por via oral y es notorio que
Iz capacidad de respuesta al tratamiento no es constante al observar que el periodo de respuesta a ellos
varia desde pocos meses hasta mas de 20 afios. La principal causa de muerte la constituyen las
complicaciones secundarias a la aplasia medular, 41% por hemorragia sistémica y 2i% por
hemerragia al SNC seguida por un 14% ocasionadas por infeccion y leucemia(7,8) . Por lo tanto
pudiera decirse que el cuadro clinico se comporta dentro de un continuo de manifestaciones en donde
algunos pacientes tienen un cuadro relativamente leve con desarrollo esquelético normal,
anormatidades hematopoyéticas subclinicas y sobrevida hasta la 4a. o 5a. décadas de Ia vida y en el
otro extremo se encuentran pacientes con un fenotipo mas grave, anormalidades esqueléticas miiltiples
e inicio temprano de anemia aplastica y/o cincer. Hasta la focha se desconocen las bases moleculares
que determinan ésta heterogeneidad fenotipica, por lo que predecir el comportamiento clinico de un
paciente es extremadamente dificil. En un intento por dimensionar el cuadro clinico Auerbach y cols
en 1989 establecieron un sistema en el cual se adiciona un punto por la presencia de cada una de las 6
siguientes alteraciones: retraso en el crecimiento, dismorfias menores, malformacién renal y/o urinaria,
plaquetopenia, anormalidades de radio o pulgar y microftalmia, y resta un punto a los pacientes con
retraso mental y otras alteraciones esqueléticas que no involucren al eje radial (9). En estudios
posteriores se modificd la escala afiadiendo también un punto por las dtimas dos caracteristicas; la
hpuntuacién minima es 0 y la méxima 8 (10).De acuerdo a esta clasificacion, los pacientes con
puntuacién mayor a 4 se considera que tienen un cuadro clinico “grave” y los que tienen 4 o menos
“leve” (7). También existe una escala de medicién que evalia Ia gravedad y Iz respuesta a androgenos
de la pancitopenia, la cual se muestra en la tabla 1. Log pacientes casi siempre se diagnostican en
etapas 3, 4 6 5 que son estadios con menor gravedad de anemia ¥ pasan casi invariablemente al grado
1, etapa muy grave y dependiente de transfusion sanguinea. El estudio citogenético en hermanos

asintomaticos permite que puedan identificarse pacientes en etapa 6, sin anemia.

2. ANORMALIDADES CITOGENETICAS.

En 1964 se describi6 que a nivel citogenético la AF se caracteriza por presentar inestabilidad
cromoséniica que se manifiesta con rupturas cromosémicas espontineas, sin embargo su utilidad con
fines diagndsticos era poca ya que la cantidad de aberraciones es baja e indistinguible de las que se
producen con infecciones virales u otros sindromes genéticos (12). Posteriormente, se encontrd

hipersensibilidad cromosomica a agentes alquilantes bifuncionales como la mitomicina C (MMC)



(13,14,15), el diepoxibutano (DEB} (16}, el 8-metoxipsoralen activado con luz ultravioleta (MOP-
UVA) (17) y otros agentes clastogenos que causen dafio al ADN. El mecanismo comiin por el que
eslos agentes causan aberraciones cromosdmicas estd dado por su capacidad de inducir la formacion
de enlaces cruzados covalentes inter e intracatenarios, lo que se traduce citogenéticamente en rupturas
cromatidicas y figuras de intercambio. El diagnéstico definitivo se establece cuande en los linfocitos
de sangre periférica se demuestra una respuesta a MMC o DEB de 3 a 10 veces mayor que un control
normal. Ademés, con su uso la AF se puede distinguir claramente de cualquiera otra causa de
inestabilidad cromosémica. El comportamiento celular de los pacientes con AF también es
heterogéneo, ya que presentan frecuencias variables de aberraciones espontineas y también
responden de manera diferente a la expo.sicién a mutagenos. Por ejemplo, se han descrito pacientes
que no son tan sensibles a la administracion de MMC y aunque todos responden a DEB su
sensibilidad es variable (18,19). Se han hecho intentos por relacionar aspectos del cuadro clinico con
el grado de sensibilidad a mutagenos, partiendo del supuesto de que a mayor gravedad del cuadro,
mayor sensibilidad a mutagenos, sin embargo hasta el momento no se ha podido establecer una clara
asociacion (8). Esto se complica ain mas con la existencia de pacientes en los que al exponer sus
linfocitos a mutigenos se evidencia la existencia de dos poblaciones celulares, una responsiva y otra
no responsiva (19), que apunta a que el mosaicismo somatico puede ser un factor que contribuya a la
variabilidad ¢linica y citogenética.

3.- FENOTIPO CELULAR.

El defecto basico en Anemia de Fanconi se desconoce, sin embargo se tienen evidencias de
anormalidades en varios mecanismos, que ademas posiblemente estén relacionados entre si:
1.- Reparacién de! ADN,

Debido a la existencia de inestabilidad cromosdmica y predisposicién a neoplasias los
procesos que reparan el dafio al ADN son los principales candidatos para presentar un defecto en AF,
especificamente se ha propuesto que la célula AF puede ser deficiente en la remocion de enlaces
cruzados covalentes intercatenarios. Las evidencias hasta el momento son controversiales, dado que
los resultados no han sido reproducibles entre diferentes laboratorios, lo cual puede ser debido al
estudio de células pertenecientes a grupos de complementacion diferentes. (20)

2.- Respuesta anormal al estrés oxidativo.
Estd demostrado que 1a frecuencia de aberraciones espontineas en linfocitos AF cultivados se

incrementa al aumentar la concentracién de oxigeno, por lo que se ha postulado que el defecto pudiera



estar ligado a los complejos sistemas de defensa en contra del daiio oxtdativo, los cuales participan
tanto para evitar la formacidn excesiva de radicales libres derivados del oxigeno como para reparar el
dafio producido por ellos. Hoenh y colaboradores han propuesto que [a mutacién AF causa un defecto
en la progresion del ciclo celular que produce un arresto en la fase G2 del ciclo celular y una
disminucién de la profiferacion en presencia de oxigeno. Sin embargo esta caracteristica se pierde
cuando se analizan células transformadas, lo que hace sospechar que éste es un defecto indirecto. (21-
23)

3.- Defecto en ¢l ciclo celular:

Se han demostrado anormalidades en el control del ciclo celular en células AF, como el retraso
espontaneo ¢ inducido por agentes clastégenos y por el oxigeno en la fase G2, este retraso es seguido
por la induccion masiva de apoptosis, que resulta en capacidad de proliferacion reducida. En células
AF no transformadas también se ha demostrado arresto en Ia fase S del ciclo celular ¥ acortamiento de
la fase Gl. Estos hallazgos han motivado las investigaciones sobre la transicidn a través de las
diferentes fases del ciclo celular en las células AF.

4.- Produccién de citocinas.

Se han descrito diversas anomalidades en la produccién celular de linfocinas en células AF,
como la disminucion de IL-6 y sobreproduccién de Factor de Necrosis Tumoral o {TNF- @). Una vez
mas las evidencias no son concluyentes respecto a si se trata de una anormalidad primaria o
secundaria del defecto basico en AF (3,20,22,23) .

4.- ESTUPIOS DE COMPLEMENTACION.

La variabilidad encontrada a nivel clinico y citogenético se ha intentado explicar por la
existencia de varios genes responsables del padecimiento (24).

Los primeros autores en demostrar la heterogeneidad genética en AF fueron Zakrewski y
Sperling, quienes en 1980 al fusionar cétulas de 2 pacientes que mostraban sensibilidades diferentes a
agentes alquilantes encontraron que existia disminucion de 1a sensibilidad a mustagenos en los hibridos.
A estos estudios en donde se realiza fusion celular y se corrige el fenotipo se les denomina estudios de
COMPLEMENTACION (25), ya que al tratarse de células con defectos genéticos diferentes,

complementan una a otra su deficiericia.



En 1988, Digweed y cols (26) utilizando una estrategia diferente, describieron que cuando se
exponian células AF a MOP-UVA y se media la sintesis programada del ADN, se podian distinguir
claramente dos tipos de respuesta, lo que apuntd una vez mis hacia la existencia de al menos dos
grupes con un defecto genético diferente, El denominado grupo A en los estudios previos, no recupera
su sintesis 24 hrs después de la exposicion, mientras que las céluias del grupo B recuperan la sintesis
normal en cerca de 10 hrs (muy parecido al normal); estos dos experimentos permitieron la
descripcion de los 2 primeros grupos de complementacion A y B (27-29).

Volviendo a la estrategia de Ja fusion celular, en 1992 Buchwald reporté la existencia de al
menos otros dos grupos de complementacién (C y D), en los que se demostrd correccidn del fenotipo
al fusionar con Ay B (30}.

En 1994, se inicid en la comunidad europea un proyecto a gran escala encaminado a realizar
complementacion en forma sistematica a todos los pacientes europeos con AF, con el cual se describid
un quinto grupo de complementacion (AF-E) (31) y se evidencid la posibilidad de por lo menos otros
3 grupos de complementacion. Hasta fines de 1996 se habian incluido 111 familias, 81 se asignaron a
un grupo de complementacién y en 30 se obtuvo una linea resistente a mutagenos lo que impidi6é
realizar la complementacién (Tabla 2). Es notorio que la mayoria de los pacientes se encuentran
clasificados dentro de los grupos de complementacion A y C (Fig 1), y que hay diferencias regionales
et cuanto a el predominio de uno u otro grupo en determinadas poblaciones (10, 32,33). ltalia es una
de estas poblaciones en donde 10 de 12 pacientes estudiados pertenecieron al grupo de
complementacién A, la mayoria de los sujetos cue hasta ahora han sido asignados al grupo E son de
origen alemin, pero los estudios iniciales de hibridacion sefialan que este grupo pudiera ser
heterogéneo (grupos de complementacion F,G y H) (10,30-34)

Este y otros estudios han probado que los grupos de complementacién B y D son raros,
recopilando los datos publicados hasta ahora, hay 2 pacientes asignados en el grupo By 3 enel D en
todo el mundo (27,29, tabla 2).

5.- DEFECTO GENETICO,

El gen responsable en €! grupo de complementacién C fue el primero de los cuatro grupos en
ser mapeado. Se encuentra en el brazo corto del cromosoma 9 y se le denomina FACC (Fanconi
Anemia Complementation group C), tiene 14 exones y codifica para una proteina (FA-C) de 558

aminoacidos que se localiza en el citoplasma y cuya funcidn se desconoce (35,36).



Verlander y cols (37), en 1994 estudiaron 175 familias AF ¥ encontraron mutaciones en el gen
FACC en 25 de ellas, describieron ocho diferentes mutaciones en este gen, las dos mas frecuentes,
corroboradas en estudios posteriores (38,39), son la delecién de una guanina que altera el marco de
lectura {(322delG Exén 1) y la mutacién IVS4+4 A-->T dentro del intrén 4 que inserta 4 bases en el
sitio de corte-empalme en la wnidn intrén-exdn; esta Gltima mutacion se ha encontrado en la mayoria
de pacientes judios Ashkenazi y solo en el 8% de pacientes con otro origen. Otras mutaciones
encontradas son el cambio de una leucina por una prolina en la posicion 554 de la proteina (L554P en
exdn 14), cambio de una arginina por un codén de terminacion (R185X) en el exdn 6, cambio de una
glutamina por un codén de terminacién en el exén 1 (Q13X) y cambio de asparagina por valina en el

exon 6 (D195V),

En los pacientes que no pertenecen al grupo C se han buscado intencionadamente mutaciones
en FACC y se ha encontrado este gen sin alteraciones por lo que se descarta que la correccién
observada sea efecto de complementacion intragénica. (35-39)

En 1996 fue clonado el gen responsable del grupo de complementacién A; localizado
en 16q24.3, codifica para una proteina de 4368 aminoacidos, tiene 2 sefiales de localizacién nuclear y
secuencias que predicen unién al DNA, sin embargo existen evidencias de que también pudiera tener
una focalizacién citoplasmatica (Kuyrt F, comunicacion personal) ¥ su fimcién es desconocida.. No se
ha detectado que exista una mutacion que predomine pero silo hay 4 pacientes estudiados y
reportados en la literatura (40-43).

En los grupos B, D y E falta por descubrirse los genes responsables, una de las principales
dificultades para hacerlo es el poco mimero de pacientes en estos grupos. En el grupo de
complementacién D se ha aislado un gen candidato que mapea en la regién 3p22-26 (44). Los grupos
By E aun no han sido mapeados a ningiin cromosoma.

La funcién de los genes AF se desconoce, la localizacién de FA-C en el citoplasma hace
pensar que podria ejercer su accion ya sea regulando de alguna manera el ciclo celular o bien
directamente en la detoxificacion de drogas que penetran a la célula. Es probable que FA- A,
interactire funcionalmente con FA-C en los mismos procesos ya sea formando un complejo
muitiprotéico o bien actuando en forma secuencial, en forma parecida o igual a lo que ocurre en la
transduccién de sefiales (3,20).

Con estos antecedentes generales se confirma que los estudios de complementacién han sido

muy Gtiles para identificar genes candidatos y caracterizarlos. Una vez que se ha descubierto el gen



responsable de un padecimiento se abren las puertas para idear estrategias de terapia génica y también

para la realizacion de diagnéstico prenatal.

6.- CORRELACION CLINICA Y CITOGENETICA POR GRUPOS DE
COMPLEMENTACION.

Se han repostado las caracteristicas clinicas y la respuesta citogenética de miltiples pacientes,

sin conocer el grupo de complementacién al que pertenecen; los cuadros clinicos que pudieran estar
asociados a los grupos de complementacion estin resumidos en la tabla 3. A pesar de contar con un
buen numero de pacientes clasificados, el comportamiento celular en los diferentes grupos de
complementacion ha sido poco estudiado, y aunque se ha observado que existe variabilidad en cuanto
a la sensibilidad mdividual a mutagenos, se desconoce si ésta pudiera ser definitivamente distintiva de
cada grupo de complementacion (45).
En el caso de FACC, se ha intentado correlacionar el genotipo con el fenotipo, en un estudio de 18
pacientes, 9 con la mutacion IVS4+4 A-T y 9 con delecién de una guanina en la posicion 322. Se
encontro que estos Gltimos tenian un cuadro clasificado como leve, con un puntaje clinico de menos de
4 (segun la clasificacién clinica previamente descrita) mientras que los pacientes del otro grupo
presentaban puntuaciones entre 4 y 5 y tuvieron mayor predisposicion al desarroflo de neoplasias
hematologicas (46).
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JUSTIFICACION.

Hasta la fecha se desconoce si existe un fenotipo clinico y celular que defina a cada grupo de
complementacion y si existe relacién entre el grupo de complementacién, el fenotipo celular y las
manifestaciones clinicas. Esto ayudaria a entender las variaciones tanto clinicas como en la respuesta
a mutagenos encontradas en los pacientes. Ademas es necesario clasificar al mayor numero posible de
pacientes para saber si existen mas grupos de complementacion, ya que cada grupo puede representar
una alteracién diferente y el nimero de grupos podria reflejar el total de genes involucrados en el
proceso anormal en esta entidad. Por iltimo el avance en el entendimiento de fa AF facilitars el
diagnéstico especifico del padecimiento, permitid  brindar asesoramiento genético en cuanto a
evolucién y prondstico y plantear nuevas terapéuticas encaminadas a suplir el defecto bioldgico yio
genético subyacente.

Existe una linea de investigacion en el laboratorio de citogenética del INP sobre AF (47-49) y
este estudio se planted por la necesidad de entender las diferencias observadas en el comportamiento

clinico y citogenético, mejorar la atencion al paciente ¥y apoyar los diferentes experimentos en curso.
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HIPOTESIS.

La heterogeneidad genética en Anemia de Fanconi explica la variabilidad clinica y citogenética
encontrada en los pacientes, por lo que debe existir relacién entre grupo de complementacion y

fenatipo clinico y celular.

OBJETIVOS

1.- Identificar, por medio de estudios de fusion celular el grupo de complementacién al que pertenecen
los pacientes de la muestra de estudio.

2.- Evaluar las caracteristicas del cuadro clinico y de la anemia y determinar si la variabilidad en estos
s¢ encuentra relacionada con el grupo de complementacion.

3.- Cuantificar la sensibilidad a mutdgenos mediante curvas de mmhibicion del crecimiento v
aberraciones cromosémicas inducidas con MMC y DEB en lineas linfoblastoides (LLB) AF y definir
si existe asociacion entre grupo de complementacion y variabilidad en la respuesta a mutigenos.

4.- Determinar si el grupo de complementacion y la sensibilidad a mutagenos pueden predecir alguna
caracteristica del cuadro clinico (gravedad de la pancitopenia, presencia o ausencia de malformacioties

congenitas),
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OBJETIVOS
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3.- Cuantificar la sensibilidad a mutagenos mediante curvas de inhibicion de! crecimiento y
aberraciones cromosémicas inducidas con MMC y DEB en lineas linfoblastoides (LLB) AF vy definir
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caracteristica del cuadro clinico (gravedad de la pancitopenia, presencia o ausencia de malformaciones

congénitas).



DISENO EXPERIMENTAL

1.- Se realizo la captacién de pacientes ¥y se confirmé el diagnéstico de Anemia de Fanconi, mediante
evaluacion clinica vy citogenética.

2.- Se obtuve el puntaje clinico de acuerdo a Auerbach y cols (9}, ¥ se estadifico la pancitopenia de
acuerdo a la escala de Aiter y cols (10) modificada por Savoia ycols (11).

3.~ Se establecieron lineas linfoblastoides de fos propositi y hermanos afectados en caso de que los
hubiera.

También se establecieron lineas linfoblastoides de padres y hermanos sanos.

4.- El fenotipo celular se estudié mediante la evaluacién de la respuestaa MMC y DEB en los
pacicntes y en 4 LLB del grupo de complementacién A, 2 del grupo B, 5 del grupo C, 3 del grupoDy
1 del grupo E. Donadas por Dr. Hans Joenje, Vrije Universiet, Amsterdam; Holanda. Se utilizaron
€OmO parimetros:

- Curvas de inhibicion del crecimiento. Las células AF, en cultivo, se retaron con 8 diferentes
concentraciones de MMC y DEB; se utilizd un noveno cultivo sin tratamiento, el cual se monitored
con cuentas celulares hasta que se alcanzaron 3 duplicaciones de la poblacitn celular original y se
procedid a contar el resto del experimento. Con estz informacion se determind la concentracion en la
cual s¢ presenté una inhibicion del crecimiento de la poblacion cetular del 50%.

- Aberraciones cromosdémicas. Se coloco una poblacién celular de 1.5 x 10" en cultivo durante 24 hrs,
se adiciond MMC (10ng/ml) o DEB (0.05m g/ml ) por otras 24 hrs, se lavaron los mutigenos y se
cosecho a las 24 brs post-tratamiento. Se analizaron aberraciones cromosomicas,

3.- Para clasificar a los pacientes en grupos de complementacion se realizé fusion celular inducida por
polietilenglicol. Se utilizaron lineas celulares ya caracterizadas en los diferentes grupos. Después de la
fusion se realizaron pruebas de reto con MMC, para determinar correcion del fenctipo.

6.- S¢ determiné la existencia de concordancia yfo variabilidad clinica y citogenética inter-grupo e
intragrupo de complementacicn.

METODOLOGIA
1.- POBLACION DE ESTUDIO.

Se incluyeren 12 casos indice con Anemiz de Fanconi, 4 diagnosticados previo al inicio de este
trabajo, los cuales fueron captados de los servicios de Hematologia y Genética del Instituto Nacional
de Pediatria. Los ocho pacientes restantes fueron diagnosticados durante la realizacion del protocolo,
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DISENO EXPERIMENTAL

1.- Se realizd la captacién de pacientes ¥ se confirmo ef diagnéstico de Anemia de Fanconi, mediante
evaluacion clinica y citogenstica.

2.- Se obtuvo el puntaje clinico de acuerdo a Auerbach y cols (9), y se estadifico la pancitopenia de
acuerdo a la escala de Alter y cols {10) modificada por Savoia y cols (11).

3.- Se establecieron lineas linfoblastoides de los propositi y hermanos afectados en caso de que los
hubiera.

También se establecieron lineas linfoblastoides de padres y hermanos sanos.

4.- El fenctipo celular se estudié mediante Ia evaluacién de la respuesta a MMC y DEB en los
pacienttes y en 4 LLB del grupo de complementacion A, 2 del grupo B, 5 del grupo C, 3del grupo D y
1 del grupo E. Donadas por Dr. Hang Joenje, Vrije Universiet, Amsterdam; Holanda. Se utilizaron
€omo parametros:

- Curvas de inhibicién del crecimiento. Las células AF, en cultivo, se rctaron con 8 diferentes
concentraciones de MMC y DEB,; se utilizd un noveno cultivo sin tratamiento, el cual se monitored
con cuentas celulares hasta que se alcanzaron 3 duplicaciones de la poblacion celular original y se
procedio a contar el resto del experimento. Con esta informacién se determiné la concentracién en la
cual se present6 una inhibicién del crecimiento de la poblacion celular del 50%.

- Aberraciones cromosémicas. Se colocd una poblacion celular de 1.5 x 10° en cultivo durante 24 hrs,
se adiciond MMC (10ng/ml) o DEB (0.05m g/ml ) por otras 24 hrs, se lavaron los mutigenos y se
cosecho a las 24 hrs post-tratamiento. Se analizaron aberraciones cromosomicas.

5.- Para clasificar a los pacientes en grupos de complementacion se realizo fusion celular inducida por
potictilenglicol. Se utilizaron lineas celulares ya caracterizadas en los diferentes grupos. Después de la
fusién se realizaron pruebas de reto con MMC, para determinar correcién del fenotipo.

6.- Se determind la existencia de concordancia yfo variabilidad clinica y citogenética inter-grupo ¢
intragrupo de complementacion.

METODOLOGIA
1.- POBLACION DE ESTUDIO.

Se incluyeron 12 casos indice con Anemia de Fanconi, 4 diagnosticados previo al inicio de este
trabajo, los cuales fireron captados de los servicios de Hematologia y Genética del Instituto Nacional
de Pediatria. Los ocho pacientes restantes fireron diagnosticados durante Ia realizacién del protocolo,
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tres del INP, tres provenientes del IMSS de Leén, Gto.), uno contactado a través del EUFAR (Registro
Europeo de pacientes con Anemia de Fanconi) y uno enviado del Hospital General de Ticoman.
Ademas, se realizaron estudios citogenéticos con MMC y DEB en otros 10 pacientes, ocho captados a
través del servicio de Hematologia de INP, dos enviados de Centro Médico Nacional S. XXI, en estos
se descantd el diagnostico de AF.

El diagnéstico definitivo de AF, en todos los casos se fundamenté en las caracteristicas clinicas

y citogenéticas listadas en el apéndice 1. Se realizd la recoleccién de datos clinicos de acuerdo 2l
contenido del apéndice 2 y se elabord el arbol genealogico.

Ademas se incluyeron dentro del estudio 15 lineas linfoblastoides AF. Grupo de
Complementacion A: HSC 72, VU 471, VU 275 y VU 007. Grupo de complementacién B: HSC 230
y VU 178. Grupo de complementacién C: HSC 536, VU 031, VU 001 y YU 158 y VU 166. Grupo
de complementacién D: HSC 62, PD 20 y VU 202. Grupo de Complementaciéon E: VU 130.

2.- LINEAS LINFOBLASTOIDES.
2.1 LLB EN PACIENTES CON AE

Se tomaron 20 m! de sangre periférica heparinizada, se colocaron con técnica estéril en tubos
conicos de 10 ml y se centrifugé por 30° a 600 rpm; se aspird ef plasma y el boton de linfocitos en Ia
interfase y se diluyeron en el doble del volumen inicial con medio RPMI sin suplementar. Se colocaron
6ml en 4ml de gradiente discontinuo (Ficoll-Hypaque® ). Se centrifugo 5° a 800 mm, seguidos por 20°
a 1600. Se aspiraron aproxtmadamente 3 ml en la zona de interfase que contenia la capa de linfocitos y
se lavo dos veces con RPMI sin suplementar, EL boton celular se diluy6 en 1-2ml de solucién con Virus
Epstein Barr al 75% en RPMI al 15% miés Ciclosporina A (0.1mg/ml), se colocd en una botella de
vidrio que impide el intercambio gaseoso con el medio externo y se incubé durante 1 semana a 37°C con
5% CO, y para una mejor eficiencia de infeccion en medio ambiente bajo en oxigeno (5% CO; y 3% O,
) que se inyectd directamente dentro de la botella. Se aspird ¢l sobrenadante y se cambié el medio de
manera periodica cada vez que viraba a amarillo. Cuando las células asociaron para conformar
cimulos en suspensién, se colocaron en botella de cultivo para continvar con la propagacién de la linea
transformada. Cuando se obtuvo una densidad celular apropiada se produjeron 6 viales congelados para

el banco de célfulas.

2.2 LINEAS LINFOBLASTOIDES DE FAMILIARES.
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La muestra se proceso de manera muy similar a [a metodologia descrita anteriormente, dado
que las células normales no requieren de un control tan estricto de la concentracion de gases, se

procesaron en botellas de plastico. Se congelaron 4 viales para el banco de células (50).

2.3 MANTENIMIENTO DE LINEAS LINFOBLASTOIDES.

Todas las lineas linfoblastoides se mantuvieron en botellas de cuitivo, en condiciones
estériles, con medio RPMI 1640, suplementado al 10% con suero fetal de temera, el cual cuenta con
un sistema que permite detectar disminucién en el pH por cambios en la coloracién del mismo que

indicaba el momento en que las lineas requerian cambio de medio.

2.4 VIABILIDAD CELULAR.

Esta técnica se utilizo para determinar sobrevida y densidad celular. Se resuspendieron los cimulos, se
tornaron 10 ml de células, se mezclaron con 10ml de azul tripano al 0.4%, se tomarca 10 ml, se
colocaron en la cimara de Neubauer y se observd en un microscopio de luz con el objetivo de 10x. El
azul tripano no puede ser expulsado en las células muertas por lo que se ven azules mientras que las
vivassevmbn]lantw,setharmlasoélulasvivasdelosmatmmadmntesdelacémarade
Neubauer y el total se multiplicé por 5000 para saber la densidad celular por mililitro. Para las
pruebas de viabilidad probamos otro reactivo el 3-(4;5-dimetittiazol-2-il)-2,5-difemidtetrazolium
(MTT) ademas de azul-tripano, ya que ambos actiian de una manera diferente, ¢l primero marca las
células muertas y el segundo (MTT) penetra en la célula viva al lisosoma, Encontramos que ambas

mediciones son concordantes, y se decidié continuar usando azul tripano,

2.5 CONGELACION DE CELULAS.

Las células se congelaron a una densidad de 1 a 2 millones de células por mililitro en medio RPMI
1640 suplementado con 10% de suero fetal de temera y 10% de dimetilsulféxido. Los cambios de
temperatura se hicieron en forma gradual por 2 horas a -20°C, 24 hrs a -70°C y finalmente se
almacenaron a ~170°C en vapor de nitrogeno liquido.

- Descongelacién de células.

El vial se colocd en bafio Maria a 37°C con agitacién continua hasta que se descongelara
completamente, el contenido se vaci en un frasco con medio suplementado con suero fetal de ternera
al 10%.

=
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3.- COMPLEMENTACION.

El analisis de complementacion se realizd en 4 pacientes.
- Las lineas linfoblastoides de los pacientes y de los 5 grupos de complementacion se cultivaron hasta
obtener un total de 20 x 10 células por mililitro,
- Para cada paciente se prepararon cultivos con 5 x 10° células por mililitro y s¢ mezclaron con la
misma cantidad de células de las lineas linfoblastoides de los grupos de complementacion A, B, C, D y
E; se mantuvieron en cocultivacion por 2 dias y se realizo 1a fusion celular.
- Se colocaron los cultivos mixtos en tubos de centrifuga conicos, se elimind el sobrenadante y se
resuspendio el boton celular, se afiadié 1 ml de polietilenglicol a! 50% con medio RPMI, durante 1
minuto, se afiadieron 4 ml de RPMI sin suplementar y 2 minutos después se afiadieron otros 4 mt de
medio, después de 10 minutos se centrifugd y se tir0 el sobrenadante, el botdn celular se colocd
nuevamente en cultivo y se monitored en el microscopio la presencia de células fusionadas.
- Dos dias después de la fusidn se procedi6 a hacer la seleccion con MMC de los hibridos resistentes:
Por cada fusion se elaboraron 3 cultivos de 5 ml con 3 x 10° eélulas por mililitro, a uno se le afiadié 50
oM de MMC, otro 100 nM de MMC y se dgjo un cultivo sin tratamiento.
- 4 dias después se lavaron las células con RPMI sin suplementar en 2 ocasiones y se volvid a afadir
mutigenos en las mismas concentraciones.
- 4 dias después se resuspendieron las células y se realizo cuenta y viabilidad con el método de azul
tripano. Se determind resistencia en aquellas fusiones en la que se enconmtraron células vivas y
fusionadas y se determind sensibilidad en aquellos cultivos en que no proliferaron células fusionadas y

que mostraron mayor mortalidad celular.

4- RESPUESTA CELULAR A LA EXPOSICION A MUTAGENOS
BIFUNCIONALES.
Se estudiaron, en total 24 lineas linfoblastoides:
15 pertenecientes a los 5 grupos de complementacion.
Grupo de complementacidn A:
- HSC 72, VU 471, VU 275 y VU 007
Grupo de complementacion B:
-HSC 230y VU 178.

Grupo de complementacién C:



- HSC 536, VU 031, VUJ 001, VU 158 Y VU 166
Grupo de complementacién D:

-HSC 62, PD 20 y VU 202.

Grupo de complementacién E:

-VU 130

& LLB de pacientes del INP.
INPOO1-L, INPO02-L, INPOO3-L, INPOO4-L, INPODS-L, INP0OG-L, INP0OO7-L, INPOOS-L

1 LLB normat.
NL-RES

4.1 CITOGENETICA.

Siembra.

Para cada LLB AF se sembraron 6 tubos con 300,000 cel /ml en 5ml medio RPMI suplementado con
10% de suero fetal de bovino, glutamina 1%, piruvato de sodio 1%. Se incubarcn a 37°C y en
atmésfera de CO; al 5 % durante 24 hrs. A 2 tubos se les adiciond 10ng/ml de MMC, a otros 2 se
afiadié 0.1mg/m! de DEB y los 2 restantes se dejaron sin tratamiento, durante 24 hrs; posteriormente,
se lavaron con RPMI sin suplementar y se cosecharon 24 hrs después.

Cosecha.

Para obtener células en metafase se agregaron 40 pg/ml de colchicina y se incubaron durante ! hr. Se
centrifugaron a 1200 rpm durants 10 minutos, se desechd el sobrenadante y el paquete celular se
resuspendi en KCI 0.075M y se incubé por 10 minutos a 37°C; antes de volver a centrifugar se realizd
prefijacion con solucion Camoy, se centrifugaron y el paquete celular se fij6 con Camoy frio,
finalmente se realizaron otros 2 lavados con fijador, S¢ elaboraron laminillas de la manera habitual, se
tifieron con Wright al 50% y Giemsa al 5% en buffer fosfatos pH 68 durante 2 minutos
respectivamente y se analizaron las aberraciones cromosémicas de 50 metafases, en cada repeticién.
Todas las preparaciones fueron codificadas por una persona ajena al estudio para un analisis libre de
sesgo. Se evalud la cantidad de aberraciones cromosdmicas agrupandolas en 5 categorias: fracturas
cromatidicas y cromosémicas, fragmentos céntricos y acéntricos, anillos y dicéntricos, figuras radiales

¥ otras.



4.2 CURVAS DE SENSIBILIDAD A MMC Y DEB.

Las células se mantuvieron en botellas de cuftivo en condiciones estériles a 37°C en  un
ambiente de CO2 al 5 %, con medio RPMI 1640 suplementado al 10 % con suero fetal de bovine,
piruvato de sodio al 1 %y L-Glutamina al 1 %.

Se hicieron pruebas de viabilidad celular con azul tripano para determinar su densidad celular
y se dejé que proliferaran hasta alcanzar una poblacion de 5 x 10° células, las cuales se diluyeron en
100 ml de medio RPMI 1640 suplementado, lo que resulté en una concentracidn final de 50,000

células/ml. Se colocaron 5 ml de esta suspensién en 18 botellas que se trataron de la siguiente manera:

- 2 sin tratamiento. Estas botellas se etiquetaron como cultivos “0*

- 16 se trataron con 8 concentraciones crecientes de MMC y DEB:

Las concentraciones que se utilizaron para MMC se prepararon de la siguiente forma;
Solucién Stock : 600 mM. 2 mg de MMC (PM 334.33) en 10 ml de agua estéril.
Solucion A : 150 mM. 2.5 ml de la solucién stock + 7.5 ml de agua estéril
Solucién B : 15 mM. 0.5 ml de solucién A + 4.5 ml de medio RPML
Solucién € : 5 mM. 3 ml de sohucion B + 6 ml de medio RPMI.

Solucién D : 500 nM. 1 ml de solucién C + 9 rl de medio RPML

Cuftive 1: 1 nM MMC, 10 pl solucion D
Cultivo 2 : 2 nM. 20 pl solucién D.
Cuktivo 3 : 3 nM. 30 pl solucién D.
Cultivo 4 : 6 nM. 60 pl solucién D
Cultivo 5 : 10 nM. 100 pl solucidn D.
Cultivo 6 : 30 nM. 30 W solucién C.
Cultivo 7 : 60 nM. 60 pl solucion C.
Cultivo 8 ; 100 nM, 160l solucion C.
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Las concentraciones de DEB se prepararon con las sigutentes diluciones:
Solucidn stock : 1 ml de DEB ( SIGMA Yen 20 ml de agua estéril.
Solucién A : 100 pl de la solucién stock en 10 ml de agua estéril.

Cultivo 1: 5 pl solucién A ( 0.0005 mg/m] DEB ),
Cultivo 2: 10 pl sofucién A (0.001 mg/ml).
Cultivo 3: 15 pl solucion A (0.0015 mg/ml).
Cultivo 4: 30 pl solucién A (0.003 mg/ml).
Cultivo 5: 60 pl solucién A (0.006 mg/ml).
Cultivo 6: 90 pl solucion A (0.009 mg/ml}).
Caltivo 7: 100 pl solucién A (0.01 mg/ml).
Cultivo 8: 200 pl solucién A (0.02 mg/ml).

Los cultivos se mantuvieron a 37°C en una incubadora con €O, al 5 %. Los cultivos *0" se
monitorearon periddicamente hasta obtener tres duplicaciones de la poblacién inicial (400,000 cel/ml)
¥ se procedio a contar el resto de los cultivos.

El niimero total de células de cada cultivo fue convertido en términos porcentuales y con esta
informacion se elaboraron curvas de sensibilidad graficando el crecimiento celular contra Ia
concentracion de los mutagenos y asi, se determiné la concentracion a la cual se inhibid el

crecimiento celular en un 50 % ( IC50),

5.- DESCRIPCION DEL FENOTIPO CLINICO.

- Se obtuvieron las caracteristicas clinicas de los expedientes y/o revisién clinica de los pacientes.

- Se determiné la edad de inicio de Iz pancitopenia en el momento en que el servicio de Hematologia
hizo el diagnéstico o con la primera biometria hematica qu¢ mostrd disminucion en las cuentas de
plaquetas, células blancas o células rojas.

- Se clasifico la gravedad de la Anemia de acuerdo a Alter y <ols (11) y se asignd la puntuacién clinica
de acuerdo a Auerbach y cols (9).



RESULTADOS.

1.- CARACTERISTICAS DE LA POBLACION.

1.1 ANTECEDENTES FAMILIARES

Se captaron 12 familias con Anemia de Fanconi (AF) y se consideré como caso indice (tabla 4) al
primer integrante de la familia en acudir a consulta; a quienes se codifico con la clave INPO a 1a cual
s¢ le afiadieron nilmeros consecutivos ascendentes. Se encontré consanguinidad (figura 2) en 2 de 12
familias AF y aunque, 3 de las familias provenientes del Distrito Federal tenian un apellido en comin
no fue posible demostrar la existencia de un antepasado comin. Se realizaron estudios citogenéticos
en 26 de 47 hermanos sospechosos ¢ sanos en riesgo y se identificaron otros 13 con anemia de
Fanconi, los 13 restantes fueron citogenéticamente normales, otros 13 rechazaron el estudio y 8 habian
fallecido. El total de pacientes AF tomando en cuenta casos indices y hermanos fue de 25 (tabla 4).

En los padres {tabla 5) que son heterocigotos obligados para el gen AF no se encontraren antecedentes
de cancer, alteraciones hematologicas y diabetes (5).

En el grupo de hermanos no diagnosticados con anemia de Fanconi se registraron 8 fallecimientos; en
la familia INPOO6 hubo 2 muertes por neoplasia en edades tempranas, en 2 familias (INPO10O ¢
INPO12) se registraron nifios muertos e el periode neonatal por malformacion intestinal y en otra

{INPOO5) uno con anemia,

1.2 CARACTERISTICAS CLINICAS:

Entre los afectados, la distribucion con respecto al sexo fue de 1:1, como es lo esperado para un
padecimiento de caracter autosémico recesivo. En todos ellos {(n=25) se realizd evaluacidén clinica de
acuerdo a la escala disefiada por Auerbach y cols. (Tabla 6), a los pacientes en los que no fue posible
revisar personaimente, por defuncidn o por no poder trasladarse al Instituto, se incluyeron siempre que
se tuviera un informe clinico completo realizado por un genetista. Las pumtuaciones registradas
variaron entre 0 y 7, ninguno de los pacientes obtuvo la maxima calificacién de 8. En 6 de 7 familias
con mas de un hermano afectado, se encontré que las puntuaciones variaban de 1 a 2 puntos entre
ellos (INP0OO1, 2,3,4.7,8), excepto en la familia INPO10 en que la diferencia fue mayor. En 5 de 12
familias (INPOO1, 4, 5, 9, 12) &l cuadro clinico fue catalogado como “‘grave™ por haber obtenido una
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puntuacion mayor a 4, en 2 familias (INP0O3 ¢ INPO10} se encontré que alguno de los pacientes
calificaba como “leve” y otro como “grave”. La manifestaciones clinicas mas frecuentes encontradas
fueron las anormalidades de Ia talla (21/23), las dismorfias (18/25) que incluyen fenotipo facial
caracteristico e hiperpigmentacion cutanea y la trombocitopenia (21/25) que estuvo presente incluso
en pacientes asintomiticos desde ¢l punto de vista hematolégico. Otras alteraciones menos frecuentes
fueron la microftalmia (10/25), alteraciones del eje radial (6/25), malformaciones renales (5/25),

retraso mental (4/25) y otras akeraciones esqueléticas como escoliosis (4/25).

1.3 CARACTERISTICAS HEMATOLOGICAS

El diagnéstico en 23 de 25 pacientes se realizd al haber iniciado con la anemia aplasica y el promedio
de edad al diagnéstico fue de 8.8 afios. Se observd una mortalidad del 32% (8/25), el promedio de
edad de Ia muerte fue de 12.1 ( £ 4.7) afios: 5 pacientes fallecieron por complicaciones hematolégicas,
2 por leucemia y 1 durante la inmunosupresién previa al transplante de médula ésea. Las defunciones
(Tabla 7) se distribuyeron por igual en el grupo de pacientes con puntuaciones clinicas >4 que en el de
<4 lo que se suguiere que no es posible predecir Ia probabilidad de muerte teniendo en cuenta la
clasificacién clinica obtenida por el paciente. Evaluar la gravedad de la anemia fue dificil ya que en
ocasiones los pacientes ingresaban con anemia grave {(estadio 1), pero después de una transfusion ¢
iniciar el tratamiento con androgenos regresaban hasta estadios 3 & 4, para con el tiempo volver a
estadio 1. Por esta razén solo se registrd la gravedad de Iz anemia en el estado actual y como puede
observarse en la tabla 4 no hubo relacién entre el puntaje clinico y el grado de la anemia. Un sélo
paciente fue dependiente de transfusién en ol momento del estudio (estadio 2), 11 pacientes tuvieron
anemia leve o que se controla con la administracién de androgenos, [ paciente presento
trombocitopenia sin anemia y 4 estaban asintomiticos (tabla 7). Tampoco fite posible determinar el
tiempo que le toma a un paciente pasar de un estadio 2 otro por diversas razones: diagnostico tardio,
poco tiempo en seguimiento, pérdida del seguimiento, etc. Conocer el periodo de transicién de una
etapa a otra tal vez ayudaria a predecir la probabilidad de muerte.

1.4 CITOGENETICA EN LINFOCITOS.

En 22/25 pacientes se obtuvieron las respuestas citogendticas en linfocitos al momento del diagnostico
{tabla 8). El 100% de los pacientes mostré aberraciones espontineas y en uno de los pacientes éste fue
el dnico dato citogenético que confirmé el diagnastico ya que en las dos ocasiones en que se tomd

muestra y se adicionaron los mutigenos en las dosis convencionales para el diagnostico no hubo
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proliferacidn celular, por lo que se consider6 que se trataba de un paciente muy sensible a mutagenos.
En el resto de pacientes el diagndstico citogenético se sustentd con la frecuencia aumentada de
aberraciones en forma inducida por MMC (6 pacientes) o DEB (9 pacientes) o ambos (6 pacientes).
No se encontrd relacion entre cantidad de aberraciones cromosomicas y gravedad del cuadro clinico o
entre cantidad de aberraciones y estadio clinico de la anemia.

La cantidad de aberraciones en los hermanos sanos estudiados citogenéticamente no difirid de los
controles normales.

En la tabla 9 se observa la respuesta de controles y pacientes que no fueron AF. Es evidente la opoca
variabilidad en la respuesta obtenida con DEB comparada con la inducida por MMC.

2.- LINEAS LINFOBLASTOIDES DE PACIENTES Y FAMILIARES DE PRIMER
GRADO.

En todos los casos indice se intentd establecer una linea linfoblastoide (LLB) (Tabla 4), la
transformacion fue exitosa en 6 de 12 propositi y en 2 de 13 hermanos. Con el fin de crear un banco
de células que pueda ser utilizado posteriormente para estudios moleculares se establecieron lincas
linfoblastoides de 30/50 padres y hermanos samos; una vez establecida la linea linfoblastoide se
produjeron respaldes de células para almacenar en nitrégeno liquido.

Posterior a la infeccién, las LLB de los pacientes se retaron con MMC para determinar si la linea
continuaba siendo sensible a MMC mediante curvas de inhibicion de crecimiento, ya que este es un
requisito indispensable para poder continuar con los estudios de complementacién. Una LLB es
sengible a MMC cuando se obtiene un 1C50 de 3-10 nM de MMC vy resistente cuando el IC50 estd en
60-100 nM MMC. Se encontraron 6 LLB que fueron sensibles: INFOO2-L, INPOO4-L, INPOOS-L,
INPOO6-L, INPOO7-L (figura 3). Las lineas resistentes fueron la INPOQ1-L que en la primera ocasion
fue sensible a MMC pero cuando se volvié a retar con MMC y DEB se encontro que la LLB se habia
vuelto resistente en cultivo. Las lineas INP003-L1R e INP003-L2R (paciente MRHI1-INP0O3} que se
establecieron a partir de linfocitos obtenidos en tiempos diferentes, fueron resistentes. La linea
INPO04-LS fue sensible en uno de los cultivos pero resistente en otro, a la linea resistente se le
denominé INPOO4-L1R (figura 3). Como resultado del proceso de infeccion viral algunas lineas

mostraban rearreglos estructurales o numeéricos en sus cromosomas.(tabla 10).
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3.- ESTUDIOS DE COMPLEMENTACION

Las familias INPOO7, INPOOS ¢ INPOI0 fieron asignados al grupo de complementacion A, lo que
representa un total de 11/12 pacientes asignados al grupo de complementacién A. El paciente
INPOOS fue asignado al grupo C de complementacion {tabla 11}. En la familia INPGO3 no se logré
obtener suficients cantidad de células para realizar complementacion por caracteristicas proliferativas

particulares de la linea celular,

4.- RESPUESTA CELULAR A LA ADICION DE MUTAGENOS EN LAS LINEAS
LINFOBLASTOIDES DE LOS GRUPOS DE COMPLEMENTACION A,B,C,DYE.
Inicialmente se proliferaron las lineas linfoblastoides de los diferentes grupos de complementacién y se
produjeron respaldos congelados, con el fin de poder realizar todo el panel de experimentos antes
descritos. También se establecieron 3 LLB de personas normales para ser usadas como controles en
los diferentes experimentos.

Se estudiaron lineas linfoblastoides pertenecientes a los 5 grupos de complementacion mediante:
4.1 ABERRACIONES CROMOSOMICAS ESPONTANEAS E INDUCIDAS:

En este paso fue necesario realizar una curva de toxicidad a mutagenos ya que en las lineas de dos de
los grupos, especialmente B, no era posible obtener metafases analizables en las dosis de mutigenos
previstos. Los indices mitéticos con curva de toxicidad se realizaron utilizando diferentes dosis de
mutigenos y cuantificando la cantidad de metafeses/2000 nicleos en preparaciones Cromosomicas
realizadas de manera convencional., En la figura 4 se observa como los menores indices mitéticos,
utilizando dosis de 10, 20, 30 y 40 ng/ml de MMC y 0, 0.05 y 1 pg/ml DEB, se obtuvieron en las
lineas B y D mientras que A y C proliferaban adecuadamente con las dosis mas altas de mutagenos, se
eligieron 10 ng MMC y 0.05pg/ml de DEB para esta parte del estudio. También se realizé un ensayo
piloto para medir cantidad de células y viabilidad en el que se estableci6 la cantidad de células ptima
para el estudio.

En la figura 5 y tabla 12 se muestra la respuesta a MMC y DEB de un control normal (NL-RES), 4
lineas linfoblastoides de! grupo de complementacién A mas 2 pacientes de la familia INPOO7, y un
paciente de la familia INPOOS y otro de la INPO10, 2 del grupo B, 4 del grupo C y 1 paciente de las
familia INPO05, 3 del grupo D y 1 del grupo E; las lineas incluidas de los grupos B, D y E son las
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pertenecientes a los unicos pacientes descritos hasta el momento dentro de estos grupos. Se
compararon los promedios de aberraciones con MMC y DEB intragrupo (tabla 13), no se encontraron
diferencias significativas entre las 6 LLB del grupo A (en las lineas de referencia), excepto la linea
INPOO6-L que es diferente al resto de las lineas del grupo A, ni entre las dos lineas del grupo B; dentro
del grupe C (5 lineas) la linea 001 mostrd diferencias significativas con respecto a las otras lineas de
su mismo grupo de complementacion y dentro del grupo D la linea VU202 demostré también ser
diferente de las otras dos lineas dentro de este grupo. Al comparar los promedio obtenidos intragrupo,
los grupos A vs C y B vs D no demostraron ser significativamente diferentes entre si, se encontraron
diferencias al comparar A (sin tomar en cuenta INPOOS-L) con B y con D (excluyende VU202) y C
con B y con D (excluyendo V1J202).

4.2 CURVAS DE SENSIBILIDAD A MMC ¥ DEB.

Se explord si existian diferencias (Tablas 10 y 13) en cuanto a Ia inhibicién de la proliferacion celular
en les diferentes grupos de complementacion, Los resultados se muestran en las figuras 6 y 7, no se
detectaron diferencias significativas entre las lineas linfoblastoides sometidas a cantidades crecientes
de MMC o DEB. Las curvas muestraron un comportamiento muy constante y se observo que las
células alcanzan el 50% de inhibicién del crecimiento (IC50) en concentraciones entre 2 y 10 nM de
MMC yentre 1.5 y 7 nM de DEB. No existi6 relacién entre IC50 y aberraciones cromosomicas.

5. CORRELACION FENOTIPO-GENOTIFQ.

5.1 CUADRO CLINICO

11 pacientes (familias INPOO7, INPOO8 e INPO10) (tabla 12) fueron asignados al grupo de
complementacion A. El cuadro clinico en éstas tres familias fue catalogado como leve, excepto un
paciente, y la anemia fiue leve (4 pacientes) o con respuesta a androgenos (3 pacientes), aunque las
iinicas dos muertes en pacientes AF por leucemia se dieron en estas familias. El pactente (INP0OS)
asignado al grupo de complementacién C obtuvo un puntaje clinico catalogado como cuadre clinico
grave, con anemia dependiente de transfusion (tabla 14).

5.2 FENOTIPO CELULAR

5.2.1 Aberraciones cromosomicas: La cantidad de aberraciones cromdsomicas (fig. 5) encontradas

en el paciente del grupo C (Paciente INP0O3, linea INP00S-L) fue similar a lo encontrado en la linea
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VU001 mientras que las otras 3 lineas ya clasificadas que se estudiaron presentaban frecuencias mas
bajas. Los pacientes asignados al grupo de complementacion A (INPOO7-L, INPOOS-L y INPGO4-L)
presentaron una frecuencia de aberraciones cromosémicas similar al resto de las lineas ya clasificadas
en este grupo de complementacion, con excepcion de un paciente (linea INPOO6-L, paciente
INPOOB.H1) que ademas mostrd también diferencias notorias con respecto a la linea celular de su
hermano (paciente INPOOS, linea INP305-L).
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DISCUSION.

1.- CARACTERISTICAS CLINICAS:

La anemia de Fanconi es un padecimiento raro, desconocemos su prevalencia en México, pero
si tomamos en cuenta la frecuencia en caucasicos (1), deben existir alrededor de 250 pacientes en el
pais, por lo que esta muestra representa el 10% de los pacientes esperados en la poblacién mexicana.
El Instituto Nacional de Pediatria es el {inico centro .en todo el pais que ha desarrollado la metodologia
para diagnosticar AF de acuerdo a los lineamientos establecidos por el IFAR (registro internacional de
anemia de Fanconi) por lo que muchos pacientes no se diagnostican por no sospechar el diagnéstico y
por no contar con la prueba citogenética confirmatoria. .

L. 1 Antecedentes familiares:

Consanguinidad. AF es un padecimiento autosomico recesivo por lo que la consanguinidad incrementa
la posibilidad de padecerla. Se espera un 1% de consanguinidad en la poblacién general (53); nosotros
detectamos consanguinidad en 2/12 (16%) familias, lo cual es parecido a lo reportade en un estudio
hecho en Holanda en ¢l que se encontré en 5/24 (20%) (54). Lo que contrasta con paises de alta
prevalencia de la enfermedad como Turquia en donde la consanguinidad en lz poblacion general es de
46% y 78% en la poblacion AF(55).

Manifestaciones en heterocigotos, Algunos autores afirman que los heterocigotos no muestran ninguna
de tas caracteristicas clinicas del padecimiento (36), sin embargo existen otros reportes que sugieren
que existe una mayor incidencia de diabetes, cincer y alteraciones hematologicas. En los 24 padres de
este estudio y en los 48 estudiados por los holandeses o se encontraron estas alteraciones (54).
Llama la atencion la presencia de 8 defunciones en hermanos, de las cuales 2 fueron por neoplasia y 2
con malformaciones intestinales, no se cuenta con expediente clinico de éstos pacientes, pero por lo
informado en la literatura es muy probable que hubieran estado afectados, aunque en ese momento no
se sospecho el diagnostico. Se ha reportado que de los pacientes AF que desarrollan leucemia, en el
24% este es su sintoma inicial (57). También se ha descrito que las malformaciones congénitas
gastrointestinales en pacientes AF pueden ser confundidas con otras entidades como asociacién
VACTER (58) y Sindrome de Baller-Gerold (59). Actualmente la principal indicacién para realizar
estudio citogenético es la presencia de anemia aplasica asociada o no a malformaciones congeénitas,
sin embargo nosotros pensamos que dentro de las indicaciones también debe incluirse Ia’ combinacién

de ciertas malformaciones como alteraciones de! eje radial y malformaciones intestinales o neoplasias
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hematoldgicas de origen mieloide. Esto es relevante por que el diagndstico temprano y el
asesoramiento en cuanto a riesgos de recurrencia, podria evitar el nacimiento de otros afectados en la
familia, ya que la principal causa de recurrencia es el desconocimiento del caricter hereditario del
padecimiento,

1.2 Caracteristicas del cuadro clinico: Al analizar las caracteristicas clinicas de los pacientes
estudiados queda muy clara la heterogeneidad clinica del padecimiento que ha sido objeto de multiples
reportes en la literatura mundial (1, 2, 8, 41). El uso de la escala clinica de Auerbach para evaluar las
alteraciones somiticas de los pacientes AF define dos grupos de pacientes (7). los que tienen
puntuaciones clinicas menores a 4, obtenidas por la presencia de dismorfias menores y talla baja, sin
malformaciones mayores, y otro grupo, que ademas de los puntos obtenidos por caracteristicas
catalogadas como malformaciones menores tienen malformaciones mayores (alteraciones renales,
esqueléticas y de sistema nervioso central). En el 72% de las familias con mas de un afectado se
encontrd concordancia en las puntnaciones clinicas entre hermanos, a diferencia de lo reportado en la
literatura acerca de la variabilidad intrafamiliar del cuadro clinico. Este hecho pudiera deberse al
pequedio mimero de pacientes estudiados o por el uso de I3 escala clinica que analiza puntuacién y no
caracteristicas clinicas individuales. De hecho como se observa en la tabla 5 para algunas
caracteristicas como la baja talla hubo concordancia y para otras como las alteraciones del eje radial
no hubo concordancia en 3 de las 7 familias con mas de un afectado. Nuestro estudio incluyd una
familia con 7 afectados, 2 que fallecieron por leucemia, 4 con puntuaciones clinicas entre 0 - 2 v 1 con
5, lo que hace pensar que la concordancia clinica esta principalmente determinada por factores
genéticos, pero que también pueden existir otros factores que modifican el fenotipo. Entre estos puede
destacar la predisposicion, con mecanismos parecidos a lo que ocurre en los padecimientos
multifactoriales, en los que, lo que se hereda es la susceptibilidad de mostrar una caracteristica
determinada. Este evento explicaria la existencia de algunas manifestaciones raras en padecimientos
mendelianos en donde el cuadro clasico se hereda completo y las caracteristicas raras como
predisposicion, de manera que si no se traspasa el umbral de susceptibilidad no se manifiesta el rasgo
(50).

1.3 Carocteristicas hematoldgicas:  9/12 afectados tenian anemia al momento  del
diagnéstico, el resto eran asintométicos y fueron identificados mediante el estudio citogenético
realizado a hermanos de los propositi, uno de ellos mostrd leve trombocitopenia en la biometria
hemitica. Las complicaciones hematolégicas fue la principal causa de morbilidad y mortalidad en los

pacientes. Encontramos que no es posible predecir la gravedad de la anemia tomando en cuenta la
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puntuacién clinica obtenida por el paciente, y tampoco existid concordancia intrafamiliar para la
evolucidn de la anemia, ni con el grupo de complementacion por lo que es posible que este rasgo esté
determinado no solo por los productos de los genes AF siro también por la presencia de otres penes
maodificadores del fenotipo y por eventos epigenéticos. Se piensa que la falla hematolégica en AF es
secundaria a desregulacion de los mecanismos que llevan a la célula tronco a apoptosis, proceso en el
que participan los productos de al menos otros 3 polipeptidos: IFNy, TNFa, y Fas; la apoptosis
celular es un evento que estd altamente regulado no solo genéticamente sino por situaciones que
provocan estrés intracelular y cambios ambientales que pudieran desencadenar la muerte celular
programada (45). La respuesta al estrés oxidativo es también un evento que pudiera contribuir al
desarrollo de anemia y a las diferencias en cuanto a progresion de la misma, este se ha demostrado en
ensayos clinicos terapéuticos con antioxidantes en los que algunos pacientes responden mejorando sus
cuentas hematoldgicas mientras que otros no lo hacen, lo cual hace sospechar que la respuesta de cada
sujeto depende de la capacidad individual de defenderse del dafio oxidativo, debida a diferencias en la
actividad de sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimticos ( 50 ).

1.4 Citogenética en linfocitos.

De acuerdo con lo reportado en la literatura (9, 16), el DEB permiti6 confirmar el diagndstico
con mayor facilidad ya que afecta en menor grado la capacidad proliferativa de la célula AF dado que
en todos los cultivos que se trataron con este mutigeno fue posible obtener material analizable;
ademas a diferencia de la MMC, que puede inducir frecuencias de aberraciones elevadas en los
controles (tabla 7a), el DEB produce niveles bajos y poco variables de dafio cromosdmico en los
controles lo que permite discernir perfectamente el diagndstico.

La variabilidad en la respuesta citogenética entre hermanos vy la falta de concordancia con el
cuadro clinico ha sido previamente reportado en AF (2,9), y algunos autores han demostrado que la
respuesta de un mismo paciente puede cambiar en el tiempo. Por otra parte en algunos pacientes la
respuesta de los linfocitos a mutagenos indica la presencia de dos poblaciones celulares, una de ellas
resistente a mutagenos (19),

Se desconoce cuales son las bases fisiopatolégicas de tal varabilidad, pero estas
observaciones hacen pensar que Iz anemia, las malformaciones congénitas y Ias aberraciones
cromosomicas pudieran deberse a acciones pleiotrépicas del mismo gen que se modifican de acuerdo a

la carga genética del individuo o bien por factores ambientales desconocidos.
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2.- LINEAS LINFOBIASTOIDES

El establecimiento de lineas linfoblastoides en pacientes con enfermedades genéticas es
sumamente itil, ya que proporciona una fuente ilimitada de células que puede utilizarse para analisis
de ligamiento, clonacion de genes, diagnéstico molecular, estudio de las posibles funciones proteicas y
terapia geénica, ain cuando el paciente ya haya fallecido. En AF han sido ampliamente utilizadas para
estudios de complementacion. Mundialmente existen dos bancos de LLB AF, que almacenan células de
pacientes de Estados Unidos y Canada, y Europa, respectivamente. La experiencia de estos y otros
8rupos es que el establecimiento de lineas linfoblastoides AF es particularmente dificil (61), por
caracteristicas como las anormalidades en el ciclo celular, sensibilidad al oxigeno ambiental y a la
infeccion con virus. En este estudio, la infeccién fue exitosa en 100% de los familiares sanos yen 312%
de los pacientes anémicos; esta tasa de éxito tan baja es atribuible a la sensibilidad al oxigeno de las
células que idealmente debieran ser cultivadas en condiciones de hipoxia y se carecia de las
condiciones necesarias para hacerlo.

En la literatura se ha reportado que un 20% de las lineas linfoblastoides AF son resistentes a
mutigenos. Nosotros encontramos resistencia en 3/11 LLB, y pensamos que {a explicacién a este
evento es el mosaicismo somdtico, es decir la existencia, en un mismo individuo, de dos poblaciones
celulares una con fenotipo y genotipo AF y la otra que por alguna razén ha perdido el genotipo y por
consiguiente el fenotipo, o bien mantiene el genotipo AF pero ha sufrido un cambio en algin otro gen
que le cambia el fenctipo. Independientemente de cual sea la causa de la resistencia, este fenémeno
impide que se realice la complementacién (19,27,52). y es un fenémeno que puede estar contribuyendo
a la variabilidad clinica y citogenética def padecimiento. La existencia de células resistentes de
mutigenos tiene implicaciones terapéuticas en aquellos pacientes que desarrollan neoplasias y en los
que reciben terapia inmuncsupresora, ya que se han disefiade esquemas atenuados en estos pacientes
que no seria exitosos contra células AF que han revertido su fenatipo.

3.- COMPLEMENTACION EN ANEMIA DE FANCONI.

En e presente trabajo se estudiaron 25 pacientes con AF confirmada de los cuales 13 fueron
asignados al grupo de complementacion A y | al grupo C. El analisis de complementacién es un medio
poderoso para descubrir 12 totalidad de genes involucrados en AF, hasta la fecha ocho (34), Y permite
estimar la prevalencia de los diferentes subtipos en distintas poblaciones aiin antes de que los genes
correspondientes hayan sido encontrados. En los pacientes de este estudio la complementacion se

realizé mediante seleccion con MMC de hibridos resistentes (24), que difiere de las estrategias
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tradicionalmente usadas en donde primero se selecciona el hibrido heterocarionte wutilizando lineas a
las que se les han introducido 2 mutaciones una que le confiere sensibilidad a HAT y otra de
resistencia a antibiéticos y posteriormente se prueba la sensibilidad o resistencia a los mutagenos.
Este ltimo método aunque muy especifico requiere de mayor tiempo (6-8 semanas vs. 1-2 semanas) y
del uso de agentes que elevan ¢l costo del estudio (24,26). Nuestros resultados analizados en conjunto
con los del resto del mundo indican que el grupo de complementacién A es el de mayor prevalencia,
seguido por el grupo C. No encontramos pacientes de nuevos grupos de complementacién o de los
grupos B, D y E que sélo se han encontrado en pacientes europeos. Recientemente con el
descubrimiento de los genes de los grupos de complementacion A y C, existe la alternativa de utilizar
estrategias de biologia molecular para buscar directamente mutaciones en estos genes, sin restar
utifidad a los estudios de complementacion para la bisqueda de nuevos genes (25) y para asignar
pacientes a los grupos ¢n los que los genes no hayan sido clonados. Una limitante de los estudios de
complementacidn independientemente de la estrategia que se utilice es la existencia de LLB resistentes.
En los pacientes en los que no fue posible hacer 1a asignacién por no tener una LLB o por tener una
LLB resistente, ain se tienen células de los padres que pueden ser utilizadas para diagnosticar grupo
A 0 C con busqueda especifica de mutaciones en el gen.

4.- CORRELACION FENOTIPO GENOTIFO.

Al igual que un estudio hecho en 18 pacientes italianos asignados al grupo de
complementacion A, la mayoria de nuestros pacientes de este mismo grupo mostraron un fenotipo
clinico leve, por lo que pudiera ser que el grupo de complementacion A esté asociado a un cuadro leve
en cuanto a manifestaciones clinicas, pero no en relacion a menor gravedad de la anemia, la cual
también mostrd variabilidad en los pacientes italianos (9). En el grupo de complementacion C se ha
descrito que el cuadro clinico es variable dentro del mismo grupo y que la gravedad esta relacionada,
al menos en parte con mutaciones especificas en el gen FAC; el tnico paciente de este estudio que fue
asignado a este grupo mostrd un cuadro grave por lo que se podria predecir alguna mutacion en los
exones 4, 6 6 14 que estin asociadas a fenotipos graves mientras que los cuadros leves estan
asociados a mutaciones en el exén 1 (40). Otro fendmeno que pudiera explicar la variabilidad
fenotipica se relaciona con el hallazgo de lineas linfoblastoides resistentes a MMC, ya que se ha
propuesto que la resistencia esta probablemente causada por mosaicismo somatico “in vivo™, lo cual
ha sido demostrado en un paciente heterocigoto compuesto para mutaciones en FACC, En él, se

demostro un evento de conversion genica por recombinacion intragénica v la reversidon genética
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pudiera explicar la existencia de fenotipos atenuados por la posibilidad de hematopoyesis clonal y
también explicaria la variabilidad intrafamiliar (52).

Dado que ¢l defecto basico en anemia de Fanconi todavia es desconocido, paralelo a las
estrategias moleculares encaminadas a descubrir y caracterizar la funcién de los genes ya clonados,
otras investigaciones estudian aspectos del fenotipo celular que ayuden a comprender los mecanismos
fisiopatolégicos de la enfermedad. En nuestro laboratorio se han realizado diversos estudios
encaminados a describir el fenotipo celular de anemia de Fanconi, en cultivos de linfocitos. Los
experimentos, han sido reproducibles en células del mismo paciente o en un grupo de ellos, pero
cuando se incluyen varios pacientes sc han presentado dificultades en la reproducibilidad de los
resultados (42-44) lo cual es comin a todos los grupos que estudian AF (53). Una explicacion parcial
es la existencia de heterogeneidad genética, por lo que en este trabajo se estudio la respuesta celular a
mutagenos en 19 lineas linfoblastoides de los 5 grupos de complementacion, mediante curvas de
inhibicion def crecimiento y aberraciones cromosémicas. Los resultados obtenidos con las curvas de
inhibicién del crecimiento demuestran que, independientemente del grupo de complementacién al que
pertenezcan, las lineas celulares muestran un comportamiento mas o menos similar, En este estudio se
explord [a capacidad de la céluta AF para detener su ciclo celular cuando se €xpone a mutagenos sin
retirarlos del medio lo que le impide continuar 1a progresién del ciclo celular a mitosis. En estudios
previos realizados en linfocitos de pacientes sin clasificar se ha demostrado que el arresto ocurre en la
fase G2 del ciclo celular (46,47) y nuestros resultados apoyan que esta caracteristica es ¢l punto de
convergencia fenotipica en anemia de Fanconi y que la variabilidad observada se da por diferencias en
la salida del arresto en G2 o en fases posteriores pero previas a la entrada a mitosis. Uno de estos
mecanismos pudiera ser la capacidad de inducir apoptosis en la transicion G2/M, ¥a que al menos en
el grupo de complementacién C existen reportes de exceso en la induccién de muerte celular
programada en células dafiadas con MMC {48). Los resultados obtenidos mediante el estudio de
aberraciones cromosomicas; que analiza las células que fueron capaces de entrar a mitosis y su
tolerancia al dafio, confirman que existen diferencias intergrupo, y que estas pueden también ser
atribuidas a diferencias, en Ia salida de G2 y entrada a M. Para explicar el significado real de estas
observaciones se requiere estudiar el ciclo celular con y sin agentes clastogénicos.

Nuestro estudio mostré que la heterogeneidad génica no explica completamente la variabilidad en el
fenotipo clinico y citogenético en anemia de Fanconi. Existen varias explicaciones alternativas para la
variabilidad en el fenctipo celular, como la heterogeneidad alélica, eventos epigenéticos, epistaticos y

la existencia de gemes modificadores del fenotipo ya mencionados anteriormente.. Es dificil
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dimensionar la importancia de la heterogenidad alélica en la variabilidad citogenética ya que
desconocemos cuales mutaciones porta cada linea celular. Sin embargo un ejemplo de variabilidad
citogenética que podria ser explicado por heterogeneidad alélica se observa en el grupo de
complementacion D, en donde hay dos lineas PD20 y HSC62 que son muy sensibles a mutagenos,
mientras que VU202 tiene sensibilidad significativamente menor (p<0.05) a las otras dos lineas.
Tenemos evidencia dentro de las LLB del grupo A de un evento epigenético contribuyendo en
diferencias en el fenotipo celular en las LLB INPOO6-L e INPOO7-L, pertenecientes a dos hermanos
asignados al grupo de complementacion A y por lo tanto con la misma mutacion en el gen, se observd
sensibilidad muy distinta. Una de las explicaciones a este fendmeno es la ganancia cromosomica ya
que la linea con mayor sensibilidad tuvo un numero modal de 51 y la otra 46 (tabla 5), la simple
ganancia cromosémica implica una mayor posibilidad de aberraciones, sin embargo la ganancia de
algunos cromosomas refacionados con AF también podria acentuar el fenotipo.
Como ya so ha evidenciado no hay un sélo factor determinante de la variabilidad clinica y citogenética
de AF y se han mencionado heterogeneidad génica, alélica, genes modificadores y eventos
epigenéticos, como la resistencia mutagenos y la ganancia cromosémica. Otros mecanismos han sido
postulados como causantes de variabilidad fenctipica en otras enfermedades y que puede aplicarse a
AF_ Uno de ellos es la epistasis que postulz la existencia de interacciones entre los producios de dos
genes donde la actividad de uno predomina sobre la del otro, una mutacién puede ocasionar que se
inviertan los papeles con diferentes consecuencias fenotipicas; ya se sabe que en AF son varios los
genes involucrados, pero dado que su funcién de desconoce no es posible establecer de que manera
interactian (50,52). Otro mecanismo s¢ asocia a factores estocasticos causamies de modificacion en
las actividades de los productos génicos (50).

Se requieren estudios posteriores que incluyan desde las secuencias génicas y la funcién
proteica hasta sus interacciones funcionales con otros polipéptidos y su modificacién en respuesta a
cambios ambientales, para terminar de describir las causas de heterogeneidad fenctipica en anemia de

Fanconi.
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APENDICE 1.

CRITERIOS DIAGNOSTICOS CLINICOS Y CITOGENETICOS EN AF.
Alteraciones hematologicas.

- Pancitopenia,

Malformaciones congénitas,.

Patron retardado de crecimiento.

Anormalidades en pigmentacién de ia piel.

- Hiperpigmentacion generalizada.

- Manchas café con leche.

Anormalidades de eje radial.

- Ausencia o hipoplasia de radio.

- Ausencia o hipoplasia de pulgar.

Microcefalia.

Malformaciones renales y/o de tracto urinario.

Anormmalidades genitales.

- Hipogonadismo.

Malformacion auricular/ sordera.

Anormalidades Oculares. Microftalmia,

Problemas de aprendizaje.

Criterios citogenéticos:

- Aberraciones espontineas: mayores a 10%.

- Aberraciones inducidas por MMC y/o DEB: Minimo 5 veces la respuesta de un control normal
procesado simultineaments, debe presentar aberraciones cromosémicas complejas como figuras

radiales, dicéntricos, y translocaciones.



APENDICE 2.

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS.

FICHA DE IDENTIFICACION.
Nombre del paciente:
Niimero de registro:
Edad:

Sexo:

DATOS CLINICOS.
Antecedentes Familiares:
Talla:

Exploracion fisica:

- Craneo

- Cara,

- Ojos.

- Gastrointestinal.

- Cardiovascular.

- Genital,

- Esqueléticas.

- Dérmicas.

- Retraso mental.
Ablteraciones hematologicas:
- Edad de inicio:

- Tratamiento.

- Transfusiones.
Citogenética:

# Aberraciones cromosomicas espontaneas

B Aberraciones cromosémicas inducidas
1. MMC
2. DEB

33
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TABLA 1. CLASIFICACION CLiNICA DE LA SEVERIDAD DE LA ANEMIA. (Alter et al: 2

y1D
GRADO TRANSFUSIONES  |RX. A|ANEMIA
ANDROGENOS

1 sl NUNCA SEVERA (<6mg/dl)

2 St ACTUALMENTE NO |SEVERA

3 NO St SEVERA

4 NO S MODERADA(6-
10mg/di)

5 NO NO LEVE

6 NO NO NO
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TABLA 2.- FRECUENCIAS BE DISTRIBUCION POR GRUPO DE COMPLEMENTACION
EN DIFERENTES PA{SES PARTICIPANTES EN EL REGISTRO EURQOPEQ DE AF
(EUFAR).

PAIS FAMILIAS A B C D E MMC-R
Alemania 31 16 1 i 1 10 2
Italia 12 10 2
Turquia 15 6 2
Holanda 14 2 5 2 5
Francia 10 3 1 3
Reino Unido 4 3 1 3
Suiza 3 l 3
Irlanda 3 2 1

Egipto 2 2 1
Espafia 2 2 1
Grecia 2 1

Polonia 2 2

Hungria i 1

Rusia 1 1

Sudafrica 3 3

Argentina I 1

Estados Unidos 10 2 8
TOTAL 111 56 1 7 1 16* 30

* El grupo E podria ser heterogéneo ya que no se han realizado fusiones entre los integrantes de este

grupo.
(Hans Joenje, Comunicacion personal}
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TABLA 3.- CARACTERISTICAS CLINICAS Y CELULARES DESCRITAS EN
PACIENTES DE LOS GRUPOS DE COMPLEMENTACION A,B,C,D YE.

AF-A AF-B AF-C AF-D AF-E
FRECUENCIA 66% 4% 13% 4% 13%
MANIFESTACIONES
CLINICAS
Peso bajo al nacer -+ - + - +
Retraso en crecimiento + + ? ? +
Alt. Esquelética. + - + ? +
Microcefalia
Microftalmia + - + ? +
Microstomia
Pigmentacion cutanea + + + + -
Malformacién renal + - + ? +
Inicio de la anemia 7a 24a Ja ? 2a
FENOTIPO CELULAR
Respuesta a MMC* 5 1 4 2 3
Respuesta a DEB + + + + +
Recuperacién de a sintesis de
DNA después de MOP-UVA.

- + ? ? ?
Defecto genético 169 ? 9p 3p ?

* Nimero de veces en que s¢ magnifica la respuesta de un normat. Datos aproximados tomados de la respucsta minima reportada.
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TABLA 4.- EVALUACIONES HECHAS A LOS PACIENTES INCLUIDOS EN EL
ESTUDIO.

PACIENTES ESTUDIO ESTUDIO LINEA COMPLEMENTACION
CLINICO CITOGENETICO LINFOBLASTOIDE

INPOOI X X INPOOL-L
Hi X

INPOO2 X X
HI X X
H2 X X

INPOO3 X X INPOO3
Hi X X INPOO3-L

INPOO4 X X
Hi X X

INPOOS X X INPGOS-L X

INPOOG X X

INPOOT X X INPOO4-L X
H1 X X X X

INPOO3 X X INPOOG-L X
Ht X X INPOOT-L X*

INPOO9 X X

INPOO X X INPOO2-L X
Hl X X*
H2 X X*
H3 X X X*
H4 X X X*
H5 X X X*
H6 X X X*

INPO1t X X

INPOL2 X X

TOTAL 25125 2425 8/25 14725

* Asignados por estudios de complementacion en 1 hermano,
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TABLA 5.- ANTECEDENTES FAMILIARES.

FAMILIA PADRES HERMANGS SANOS (CLINICA}  SANOS (CITOG) DEFUNCION
SANOS

INPOOI
INPOO2
INPOO3

3

-..._.m.—-%

INPOOS

-
[=]
w

-~
NI\:NNNNNNNMNN

—

— -

INPOI12

TOTAL 24 13/47 13/47 13/47 8/47

* Consanguinidad



39

TABLA 6.- MANIFESTACIONES CLINICAS. Calificacion clinica de acuerdo al puntaje clinico modificado
de Auerbach. (0= ausente 1= presente)

PACIENTESESQ| A B C D e F G H TOTAL
INPOOI 1 1 1 L 1 0 0 1 6
HI 1 I 1 1 l 0 0 0 5
INPOO2 0 4] 0 0 { 0 0 ] 1
Hi 0 1 0 0 ] 0 0 0 2
0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
NPOO3 1 1 0 1 1 1 0 0 5
H1 1 1 0 0 1 0 0 0 3
INPOO4 ] 1 1 1 | 0 1 0 6
H1 1 i 0 1 1 1 1 0 6
INPOOS 1 1 1 1 1 0 0 0 5
INPOO6 1 1 0 0 1 1 (1] [4] 4
INPOO7 1 0 0 0 1 0 0 0 2
Hi 0 0 0 0 0 0 0 0 0
INPOOS 1 1 0 0 1 0 0 0 3
Hl 1 1 0 0 1 0 0 1 4
INPOO9 1 1 1 0 | 1 1 1 7
INFOI0 1 1 0 0 0 0 0 1 3
Hl ] 1 0 1 1 0 0 1 5
H2 1 1 0 | 1 0 0 0 4
H3 1 1 0 0 1 0 0 0 3
H4 1 0 0 0 1 0 0 0 2
H5 1 0 0 1 0 0 0 0 2
Hé 1 1 0 0 0 0 0 0 2
INPO11 1 0 0 0 1 0 0 0 2
INFO12 1 1 1 1 1 0 1 1 7

TOTAL 21/25 18725 525 1025 225 425 45 625

HI/H2 = hermanos afectados del caso indice. A= TALLA BAJA B= FACIES CARACTERISTICA
C=MALFORMACION RENAL D=MICROFTALMIA E=TROMBOCTTOPENIA F=RETRASO
PSICOMOTOR G= OTRAS ALTERACIONES ESQUELETICAS H=ANORMALIDAD DEL EJE
RADIAL
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TABLA 7.- ESTADO ACTUAL DE LA ANEMIA Y RELACION CON PUNTAJE CLINICO.

PACIENTES PUNTAJE GRADO CAUSADE LA EDAD DX SOBREVIDA
CLINICO ANEMIA MUERTE
INPOO9 7 DEFUNCION Transplante de 3 afios 5 afios
médula dsca
INPO12 7 3 30 aifos 30 aiios
INFOO1 6 DEFUNCION Anemia 6 afios 9 afios
INPOO4 6 4 10 aftos 22 aitos
R INPOO4.HI 6 DEFUNCION Anemia 7 aflos 14 aiios
INPOO1.H1 5 DEFUNCION Anemia 8 afios 21 afios
INPGO3 5 4 9 afios 18 aflos
INPCOS 5 2 10 afios 13 afios
INPOI0O.H1 5 3 16 afios 16 afios
INPOOG 4 4 10 afios 19 aflos
INPOOS H} 4 4 5 afios 6 ailos
INPO10.H2 4 3 15 afios 15 afios
INPO0O3.H1 3 5 12 afios 13 afios
INPOO3 3 4 9 aiios 10 afios
INPO10O 3 6 4 affos 4 afios
INPC10.H3 3 DEFUNCION Lencemia 13 afios 13 ailos
INP0O2. H1 2 DEFUNCION Hemorragia SNC 7 afios 12 afios
INPOO7 2 4 5 ailos 7 ailos
INPCOL0O.HY 2 DEFUNCION Leucemia 12 afios 12 afios
INPOI0.H5 2 5 8 aftos 8 aflos
INPO10_H6 2 6 2 aftos 2 afios
INFO11 2 4 10 afios 17 aflos
INP0O2.H2 1 3 6 afios 9 afios
INPOO2 1 DEFUNCION Hemorragia 1 aflos 12 afios
INPOO7.H1 0 6 2 aflos 4 afios
(N=25)
TOTAL x=8.8(5.8)

() Desviacitn estindar



TABLA 8.- ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN LINFOCITOS DE PACIENTES AF
AL MOMENTO DEL DX,

PACIENTES | ESPONTANEAS MITOMICINA DEB
INPOO1 0.52 * *
INPOO2, 0.36 7.05 -
INP0O02.H1 0.40 10.13 -
INP002 H2 0.24 443 -
INP0OO3 0.28 * 1.48
INP0O3.H1 0.28 * 5.40
INPOO4 0.36 3.12 -

R INP0OO4.H1 0.24 4.20 -
INPOOS 0.36 * 2.88
INPOO6 0.36 5.52 -
INPOO7 0.20 11.88 0.52
INP0OO7. Ht 0.12 937 1.64
INPO0S 0.28 * 1.20
INPOO8.H1 0.28 * 3.98
INPOO9 0.34 15.02 5.76
INPO10 0.12 * 12
INP010.H1 0.24 3 3
INP0O10.H2 0.20 * 3.84
INPO1Q.H3 0.36 83 3.63
INPO10.H4 0.12 * 0.92
INPO11. 0.28 * 3.92
INPO12 0.36 391 0.96

n=22 n=12 n=15
TOTAL x= 0,28 (0.09) x=17.16(3.8) x=3.4 (2.88)

H1 Hermanos del proposito
Los resultados estin expresados en nimero de aberraciones por célula
* No protifer6 en cuitivo.

-- No se realizo.
() Desviacién estiindar
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TABLA 9.- ABERRACIONES ESPONTANEAS E INDUCIDAS CON MMC Y DEB, EN
CONTROLES Y PACIENTES ANEMICOS NO-AF

ABERRACIONES INDUCIDAS CON MMC  INDUCIDAS CON DEB

ESPONTANEAS
CONTROL 1 0.04 1.28 0.04
CONTROL2 0.04 0.12 0.08
CONTROL 3 0.04 0.04 0.0
CONTROL 4 |00 0.04 0.0
CONTROL 5 0.0 1.44 0.0
PACIENTE1 |0-12 1.24 0.04
PACIENTE2 |0.36 205 0.32
PACIENTE3 |0.0 125 0.08
TOTAL 0.75(0.12) _ 0.93 (0.76) 0.07 (0.1)

) Desviacion estandar
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TABLA 10.- NUMERO MODAL DE CROMOSOMAS, FRECUENCIA DE
ABERRACIONES CROMOSOMICAS ESPONTANEAS E INDUCIDAS, E 1C50 EN CADA
LINEA LINFOBLASTOIDE.

LLB No. MODAL — ABERRACIONES CROMOSOMICAS*.  IC 50
espontaneo  MMC DEB MMC DEB
NL-RES 46 002(002) 0.11(003) 0.16(008) 555 22
HSC72(A} |48 024(0.01) 4.72(0.04) 3.65(0.01) 2385 238
VU471 (A) (46 0.11(001) 1354(022) 2.00(043) 75 355
VU275(A) {46 0.07¢0.01) 211(0.19) 150(0.36) 288 355
VUOI7(A) |46 0.12(0.06) 1.74(0.04) 232(042) 146 176
INPOOS (A) |46 026(0.06) 198(0.16) 2.24(0.24) 0385 19
INPOO6 ( A) |51 3.0(0.10) 878(1.12) 5.56(0.98) 338 168
INPOO7 (A) |46 045(0.13) 225(0.09) 169(0.25) 3 1.58
INPOOB (A) |46 0.08(0.04) 262(0.24) 263(0.11) 275 517
HSC230(B) |46 022(0.06) 714026 447(0.17y 625 219
VUI78(B) |46 0.70(0.16) 599(0.13) 4.22(1.10) 185 195
HSC536 (C) |47 0.14¢0.02) 0.14(0.02) 1.77(023) 165 096
VU031 (C) |46 0.16. 084 (0.04) 090(0.02) 196 44
VUIs6 (C) |46 0.11(0.05) 039007y 039007y 12 55
VUGo1 (C) |46 0.21(0.05) 3.83(061) 217(0.16) 22 42
INPOOS (C) |46 0.84(0.04) 248(1.45) 402(0.08) 28 5.3
HSC62 (D) |46 0.60(0.28) 5.73(0.67) 4.12(0.18) 6.07 104
PD20 (D) 46 0.13(0.01) 7.79(0.03) 7.07(0.61} 418 53
VU202(D) |46 0.21(0.41) 127(0.35) 241(091} 23 312
VUI30(E) 46 0.38¢0.09) 254(034) 185027y 7.9 4.25

* Promedio de la frecuencia de aberraciones por célula
() desviacidn estindar
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TABLA 11.- CUENTAS CELULARES EN CULTIVOS DE CELULAS HIBRIDAS

SOMETIDOS A MMC

PACIENTES |LLB(4) LLB(B) LLB(C)  LLB(D) LLE(E) ASIGNADO Al
GRUPO

INP0OOS-L 75,000/ml 35,000/ml O/campo  55,000/ml  90.000/ml C

INPOO4-L O/campo  40,000/ml 80,000/m! 110,000/ml 80,000/ml A

INPOOT7-L 2icampo  50,000/ml 85,000/ml 50,000/m] 95000/ml A

INPO0S-L l/campo  40,000/mt 90,000/ml 55,000/ml 60,000/ml A

* Datos obtenidos por el método de viabilidad con azul tripano
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TABLA 12.- PROMEDIO DE LAS FRECUENCIAS ABERRACIONES ESPONTANEAS E
INDUCIDAS CON MMC Y DEB EN LLB DE LOS GRUPOS AB,.C.DYE,

GRUPO DE *DANG *DANO CONMMC  *DANO CON DER
COMPLEMENTACION ESPONTANEO

A (n=4) 0.13 (0.08) 2.52(1.29) 236.75 (0.88)

B (n=2)" 0.46 (0.26) 6.56 (0.61) 4.35 (0.74)

C (n=4) 0.14 (0.03) 1.58 (1.37) 1.37 (0.66)

D (n=3) 0.31 (0.26) 493 (2.75) 453 (2.02)

E (n=1) 0.33 (0.09) 254 (0.34) 1.85 (0.27)
TOTAL** 0.23 {0.20) 3.35 (2.41) 2,79 (1.73)

** Homogeneidad de varianzag(ji} + p<0.05
* Aberraciones por célula.

ODs



16

TABLA 13.- PROMEDIO DE IC50 EN LLB DE LOS GRUPOS DE COMPLEMENTACION
A,B,C,D yE.

LINEAS LINFOBILASTOIDES MITOMICINA C DIEPOXIBUTANG
GRUPO A 3.09nM(1.9) 0.002 (0.0008)
GRUPOB 4.123 (2.40) 0-0132 (0.002)
GRUPO C 1.65 (0.70) .0.0034 (0.0026)
GRUPO D 341Q2.2) - 0.0061 (0.002)
GRUPOE 5.22 0.00252

++ No se encontraren difercncias estadisticamente significativas.
(DS
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TABLA 14.- RELACION DE GRUPO DE COMPLEMENTACION, PUNTAJE CLINICO Y
SEVERIDAD DE LA ANEMIA EN PACIENTES AF.

PACIENTES GRUPO DE PUNTAJE SEVERIDAD DE
COMPLEMENTACION CLINICO ANEMIA
INPOO5 C 5 2
INPOO7 A 2 4
H1 A 0 6
INPOOB A 3 4
H1 A 4 4
INPO10 A 3 6
H1 A 5 3
H2 A 4 3
H3 A 3 DEFUNCION
H4 A 2 DEFUNCION
H5 A 2 3
H6 A 2 6
1 GRUPOC
TOTAL 11 GRUPO A




FIGURA 1.- GRUPOS DE COMPLEMENTACION EN ANEMIA DE FANCONI
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FIGURA 2. Arboles genealogicos de las 12 familias AF.
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% CELULAS VIABLES

FIGURA 3A. INHIBICION DEL CRECIMIENTO CON MMC EN LLB DE PACIENTES SENSIBLES Y
RESISTENTES
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FIGURA 3B.- INHIBICION DEL CRECIMIENTO CON DEB DE PACIENTES
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FIGURA 6.- CURVAS DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO CON DEB EN LINEAS LINFOBLASTOIDES DE LOS GRUPOS DE
COMPLEMENTACICN A, B,C,D,yE
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FIGURA 7. CURVAS DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO CON MMC EN LAS LINEAS LINFOBLASTOIDES DE LOS GRUPOS DE
COMPLEMENTACIONA,B,C,DYE.
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