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1. MARCO TEORICO

1.1 Generalidades

La anemia de Fanconi (AF), es un sIndrome de inestabilidad cromosómica

asociado con anormalidades congénitas, falla medular Osea y predisposiciôn a

cancer1. Es una enfermedad mendeliana con una forma de herencia autosómica

recesiva, ligada al cromosoma X y autosOmica dominante, y cursa con variabilidad

cimnica, citogenética y molecular.

En general, Ia AF se caracteriza por presentar diversas malformaciones

congénitas como retraso en el crecimiento, alteraciones de Ia pigmentaciôn de Ia

piel (hipo e hiperpigmentaciOn), malformaciones esqueléticas del radio yio pulgar,

microcefalia, alteraciones renales, genitales, cardiacas, oculares y auditivas2 A

nivel hematolOgico, los pacientes presentan falla medular Osea que produce

anemia aplásica, trombocitopenia o pancitopenia en edades tempranas. Los

pacientes también tienen allo riesgo de presentar entidades malignas como

sindrome mielodisplásico, leucemias y carcinoma de células escamosas de

cabeza y cue11012

A nivel citogenético, presentan una elevada frecuencia de aberraciones

cromosómicas espontáneas e hipersensibilidad a agentes inductores de enlaces

cruzados, como Ia mitomicina C (MMC) o el diepoxibutano (DEB). Esta respuesta

celular se utiliza como el estándar de oro en el diagnostico de Ia enfermedad.

La AF se presenta cuando ocurre una mutaciôn o variante patogénica en uno de

los 22 genes conocidos como genes Fanconi (FANC). Estos genes se han

denominado con una letra del alfabeto de acuerdo a su aparición, de tal manera

que se han nombrado desde FANCA hasta FANCWy también se conocen como

4



subtipos o grupos de complementación Fanconi. De manera normal, estos genes

participan en una vIa denominada FA/BRCA que se encarga de coordinar Ia

reparación de enlaces covalentes cruzados (lCLs) para mantener Ia integridad

genOmica y asegurar Ia sobrevivencia celular3; cuando uno de estos genes está

afectado, Ia reparaciôn del DNA no se realiza de forma adecuada, se desarrolla Ia

enfermedad y las células de los pacientes presentan inestabilidad crornosómica

que se traduce en una elevada frecuencia de aberraciones cromosómicas.

Ii Epidemiologla.

Mundialmente se estima una prevalencia de Ia AF de I a 5 por millOn de recién

nacidos, con un promedio de 1/136,000 (1 /100,000 -1/260,000 nacimientos)3.

Existe una ligera predilección por los hombres més que por las mujeres, sin

embargo, el 990/c de los casos reportados en Ia literatura Ia prevalencia es igual

en ambos sexos2.

La AF se ha encontrado en todas las razas y grupos étnicos, sin embargo, en

algunas poblaciones como Ia africana y Ia de los gitanos españoles, Ia prevalencia

reportada es mayor probablemente debido a que Ia frecuencia de portadores estâ

incrementada por Ia existencia de mutaciones fundadoras de un gen FANG

especIfico. En general, Ia frecuencia de portadores en Ia poblaciOn AF es de I en

300, pero en los judios ashkenazi de los Estados Unidos se ha observado en 1 por

cada 100 individuos3. Las poblaciones con mayor prevalencia de AF con

mutaciones fundadoras son los judlos ashkenazi (FANCC y FANCDI), europeos

del forte (FANCC), los Afrikáner (FANCA), raza negra sub- sahariana (FANCG), y

los gitanos españoles (FANCA).

En Mexico no se tienen datos epidemiolOgicos, sin embargo, el Laboratorio de

Citogenetica del Instituto Nacional de Pediatria ha sido centro de referenda

nacional para el diagnóstico de pacientes con AF y anualmente se diagnostican 10
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casos nuevos por cada 80 muestras que provienen de diferentes instituciones de

salud de Ia Repüblica Mexicana4.

1.3 Fenotipo clIrilco

El fenotipo clinico asociado con Ia AF es extremadamente heterogeneo y

multiorgánico. Clinicamente, Ia AF se caracteriza por presentar alteraciones en el

crecimiento y desarrollo que conducen a Ia presencia de malformaciones

congenitas, anormalidades hematolOgicas y una gran predisposiciOn a desarrollar

neoplasias5 .La edad prornedio del diagnostico es a los 7 años y se han descrito

casos asintomáticos y sintomáticos desde el nacimiento hasta Ia edad de más de

50 años.

1.3.1 Malformaciones congenitas

Las malformaciones congénitas presentes en los pacientes con AF pueden variar

de paciente a paciente y pueden afectar cualquiera de los sistemas orgánicos

mayores. Esta alta variabilidad de manifestaciones clmnicas hace que el

diagnostico preciso sea difloil en algunos pacientes. Las malformaciones

congénitas más frecuentemente observadas son Ia hiperpigmentaciôn de Ia piet,

hipopigmentaciOn y manchas café con leche, talla baja, anormalidades del eje

radial y del pulgar, alteraciones oculares, cardlacas, renales y auditivas.

Aproximadamente dos tercios de los pacientes reportados presentan estas

malformaciones congenitas mientras que el resto tienen pocas o ninguna6'7

Entre las malformaciones congenitas clésicas que se han visto en los pacientes

con AF son aquellas que se incluyen en el acrônimo de asociaciôn VACTERL-H

(Vertebral; Anal; Cardiaca; TraquEoesofagica; Renal, Limb (extremidad) e

Hidrocefalia) y se refiere que hasta et 12% de los pacientes con AF presentan 3 de

estas 8 manifestaciones. Otras se agruparon recientemente en el acrOnimo

PHENOS (Pigmentacion de Ia piel, Small Head(Microcefalia), Small Eyes

(Microftalmia), Neuro Structure (Malformaciones cerebrates), Otology

(Maiformaciones auriculares o pérdida de Ia audiciOn), Short Stature (Talla Baja))1
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hastaen el 9% de los pacientes con AF presenta >4 manifestaciones de 6

incluidas en PHENOS7.

La talla baja es una de las caracteristicas comunes de los pacientes con AF, el

promedlo que de altura que alcanza una persona con AF es dos desviaciones

estándar (DE) o -2 DE más bajos que Ia poblaciOn en general. En pacientes

femeninos adultos el promedio de altura es de 150 cm, mientras que en los

pacientes masculinos adultos su promedio es de 161 cm.7

Los pacientes tienen caracterIsticas identificables como cara triangular, epicanto

bilateral, micrognatia e hipoplasia medio facial. Tamblén pueden presentar cuello

corto e implantaciOn de cabello baja8. Entre las manifestaciones oculares se

describe microftalmia, cataratas, astigmatismo, estrabismo, hipotelorismo,

hipertelorismo y ptosis8. En cuanto a las anomallas de los pabellones auriculares

se encuentran las que afectan a Ia estructura de Ia oreja y Ia funcionalidad como Ia

hipoacusia. Las alteraciones morfológicas más comunes son ausencia del

pabellôn auricular, pabellones auriculares prominentes, posiciOn anormal

(implantaciôn baja o rotaciôn posterior), canales auriculares pequenos 0 ausentes,

ausencia de membrana timpánica, microtia y fusiOn de los huesecillos.6

Las malformaciones cardiopulmonares pueden ser el conducto arterial persistente,

defectos septales, coartaciOn de Ia aorta, situs inversus total, cardiomiopatia

atresia pulmonar8. Los defectos del sistema gastrointestinal que se describen son

fistula traqueoesofágica, ano imperforado, pancreas anular y malrotaciOn

intestinal.

Los defectos de las extremidades son los más sugestivos para el diagnOstico,

involucran las extremidades superiores o inferiores y pueden ser unilateral o

bilateral. Las regiones más afectadas son el radio, los pulgares y las manos

(hipoplasia tenar e hipotenar). En las extremidades inferiores se describen Ia

dislocaciOn de cadera, sindactilia y pie equinovaro. Otras anormalidades del

sistema esqueletico son espina bifida, escoliosis, anormalidades en las vertebras,

deformidad de Sprengel y anomalia de Klippel-Feil8.
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En los defectos del sistema urinario se incluyen las malformaciones de los riñones

(rinOn en herradura, riñOn ectópico, hipoplásico, displásico o ausencia),

hidronefrosis o hidroureter8. En los varones se pueden presentar hipospadias,

micropene, criptorquidia, oligospermia y azoospermia. Las mujeres pueden

presentar maiposiciOn del Utero, Utero bicorne y ovarios pequenos.

Tarnbién ci sistema endocrinolOgico puede estar afectado, se ha descrito talia baja

por deficiencia de hormona de crecimiento, hipotiroidismo o anormalidades de

glucosa e insuHna. For las deficiencias hormonales, además de Ia talia baja

pueden presentar hipofunción de Ia glánduia pituitaria e hipogonadismo8. La

infertilidad también es comUn en los pacientes afectados, aproximadamente ci

50% de las mujeres son infértiles6.

En Ia piel podemos observar alteraciones de Ia pigmentaciOn, como

hiperpigmentaciOn generalizada, hipopigmentación y manchas café con leche, Las

areas más frecuentes de hiperpigmentaciOn son el tronco, el cuello, ingle y axilas6.

Las maiformaciones del sistema nervioso central que se han descrfto son las

asociadas a Ia glandula pituitaria, ausencia de cuerpo cailos, hipoplasia cerebelar,

hidrocefalia y dilataciOn de ventrIculos. También se ha reportado pacientes con

retraso del neurodesarrollo y discapacidad inteiectuaI8.

1.3.2 Alteraciones hematológicas.

La AF es un sindrome de falla medular porque Ia caracteristica hematolOgica

primordial es Ia anemia aplásica que se presenta en el 90% de los pacientes. Las

manifestaciones hematoiógicas ocurren en los pacientes a una edad promedio de

7 años, que en muchos casos es el motivo del diagnOstico de AF.

Caracteristicamente presentan falla medular que al principio puede manifestarse

como citopenia, anemia, trombocitopenia o neutropenia y posteriormente

progresar a pancitopenia; en varios casos también se ha observado macrocitosis y

aumento de Ia hemoglobina fetal7. Clinicamente presentan palidez, sangrado e
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infecciones de repeticiOn y alrededor del 7% desarrollan sindrome mielodisplásico
5,79

Los pacientes con AF se encuentra en un alto riesgo de presentar sndrome

mielodisplásico, y Veucemia mieloide aguda7. Esta condición se asocia con

anormahdades citogeneticas clonales en Ia médula ósea: duplicaciOn de lq,

ganancia de porciones de 3q y monosomla completa o pérdida parcial del

crornosoma 7. Ia leucernia linfocitica aguda y los linfornas son raros en AF,

generalmente se encuentran en pacientes con defectos en el gen

FANCD 1/BRCA27

1.3.3 Predisposición a cancer
La AF es un sIndrome que predispone al cancer, los pacientes desarrollan

neoplasias en edades más tempranas que los individuos de población general.

Las neoplasias generalmente se presentan durante Ia adolescencia, siendo Ia más

comUn Ia leucemia mieloide aguda que se encuentra en el 94% de los pacientes

con AF 6,9. Adicionalmente existe un riesgo incrementado a desarrollar tumores

sólidos, principalmente carcinoma de cabeza y cuello y del aparato urogenital

femenino, con una edad de presentación de 30 años.

Otros tumores pueden aparecer en el cerebro, en el hIgado (securidaria a

tratamiento con andrOgenos) y en el riñón (tumor de Wilms). También tienen un

alto riesgo de cancer asociado con pap ilomavirus humano6'8 -

Lo recomendable en estos pacientes es Ia resección quirürgica ya que debido a

los defectos en Ia reparaciOn del DNA los hace extrernadamente sensibles a Ia

quimioterapia y radioterapia.

1.4 Fenotipo citogenético

La AF se considera un sIndrome de inestabilidad cromosOmica ya que de manera

espontánea, Ia células AF presentan una alta frecuencia de aberraciones

cromosómicas e hipersensibilidad a los agentes inductores de enlaces cruzados

interhebra (ICLs) como Ia mitomicina C (MMC) o diepoxibutano (DEB)



significativamente mayores a las observadas en células normales; ésta

hipersensibilidad de AF se expresa como una elevada frecuencia de aberraciones

cromosOmicas inducidas y se ha utifizado desde hace mucho tiempo como Ia

prueba citogenética diagnostica de Ia enfermedad (Fig.1). Esta respuesta celular

se debe a que Ia AF tiene un defecto de Ia reparaciOn de los ICLs por

recombinaciOn homologa del DNA que involucra a cualquiera de los 22 genes

FANC conocidos.

0.30 ab/cél 4.24 ab/cél 10.2 ab/cel

: '

1 - %
-CY:' -/ 'la

_____

çtt
__- ..

Figura 1. Diagnóstico citogenético positivo de un paciente AF. A) Metafase del paciente sin

tratamiento, con una frecuencia de ab/cél mayor que Ia que se observa en un individuo sano,

B) Metafase de un paciente positivo at diagnóstico de AF en donde se observa Ia

hipersensibilidad al DEB y Ia presencia de figuras radiates que son caracterIsticas en Ia AF; Ia

respuesta es similar a Ia del control positivo, C) Metafase de un linfoblasto con AF (control
positivo) con una elevada frecuencia de ab/cél y figuras radiates con roturas cromatIdicas. Las

flechas azules indican roturas cromatidicas y cromosómicas o isocromatIdicas y las rojas

muestran las figuras radiates. Tornado de Molina et. at 2022.10

Existe una diferencia muy importante en el tipo do aberraciones que so observan

al hacer el diagnOstico citogenético, espontáneamente se pueden observar

aberraciones simples como rupturas cromatidicas y cromosOmicas mientras que

de manera inducida muestran alteraciones cromosómicas más complejas como

anillos, dicéntricos y figuras radiales que son muy caracteristicas en Ia AF y quo

están ausentes en las células normales (Fig. 2).
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Aunque todas las células AF exhben Ia hipersensibilidad a Ia MMC o DEB, existe

una gran variabilidad citogenética en Ia respuesta, pero siempre hay una elevación

lOx de aberraciones comparada con su frecuencia de daño espontánea y con Ia

de las células normales. Debido a esto es muy importante conocer Ia respuesta

citogenética de un gran grupo de pacientes positivos a AF y negativos a Ia MMC o

DEB en una poblaciôn grande como Ia que se tiene en el Laboratorio de

Citogenetica del INP.

A B C
4. 1

______

_______

_______

)
E F

D
H

Figura 2. Tipos de aberraciones cromosómicas observadas en células de pacientes AF

expuestas a DEB. A) Roturas cromatIdicas B) Roturas cromosámicas o isocromatIdicas C)

Fragmentos acéntricos (flechas azules) 0) Dicéntricos E) Figuras trirradiales y tetrarradiales F)

Figuras radiales con roturas G) Figura polirradial. Tornado de Molina et. al. 2022.10

L5 Fenotipo molecular

Los genes FANC forman parte de Ia via AF/BRCA que junto con otras proteinas

coordinan Ia señalización del daño al DNA y los procesos enzimáticos de

reparación de los enlaces cruzados intercatenarios detectados durante Ia

replicaciôn del DNA2. En individuos sanos, los productos proteicos de los 22 genes

FANC están normales y Ia reparación de los enlaces cruzados en el DNA se lleva
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a cabo correctamente de tal manera que se mantiene Ia estabilidad genOrnica y Ia

sobrevida celular. Cuando las células presentan una mutaciôn en uno de los 22

genes FANG no pueden reparar el DNA y se genera dana en éste, lo que resulta

en inestabilidad genOmica, en un aumento en Ia susceptibilidad a agentes

inductores de enlaces cruzados y predisposiciOn a malignidad.

La reparación de los lCLs en células normales, se inicia por su detecciôn a través

de FANCM que se une al sitio dañado en el DNA, enseguida se forma y se recluta

el complejo core (FANCA, FANCB, FANCC, FANCE,FANCF, FANCG, FANCL Y

FANCM) que contiene una ligasa de ubiquitina E3 que monoubiquitiniza al

heterodimero FANCD2-FANCI para que posicione en Ia cromatina dañada y sin/a

de plataforma para Ia Ilegada de otras protelnas FANG, que Ileven a cabo el

procesamiento nucleotIdico (FANCP y FANCQ) que genera una aducto con el ICL

y una ruptura de doble hebra en el DNA. La polimerasa de traslesiôn FANCV inicia

Ia replicacion de Ia hebra complementaria a Ia hebra que contienen ei ICL dejando

intacta esta doble hebra. Para finalizar, Ia ruptura de doble hebra restante se

repara a través de reparaciôn dirigida por homologIa, en Ia que participan las

protelnas de recombinaciôn homologa FANGS (BRCAI), FANCJ, FANCR

(RAD51), FANCO (RAD5IC), FANCN, FANCDI(BRCA2), FANCQ y FANCW, que

al recombinar y sintetizar eI nuevo segmento de DNA producen Ia estructura de

Holliday que debe ser resuelta por disoluciOn al actuar Ia helicasa BLM, Ia

topoisomerasa IlIalfa y las protelnas de inestabilidad (RecQ) o por resolución

nucleotIdica reatizada por el complejo FANCPMUS81-SLX1 dando lugar a Ia

restauraciOn total de Ia doble hebra de DNA. Una mutaciOn en cualquiera de los

genes de las proteinas FANC produce Ia enfermedad de anemia de Fanconi.13'14

La respuesta de hipersensibHidad a agentes inductores de daño en las células AF

es una caracteristica constante y reproducible que ha sido utilizada desde hace

décadas en el diagnóstico citogenético de Ia enfermedad. El diagnostico

molecular, ha permitido identificar diversas variantes patogénicas en los 22

diferentes genes asociados a AF. El grupo de complementaciôn AF-A es eI mâs

grande e incluye el mayor nUmero de variantes patogenicas privadas en el gen
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FANCA (57%), seguido de los grupos AF-C y AF-G aunque el nUmero de variantes

ünicas en los genes FANCC (8.3%) y FANCG (7.7%) es más bajo6. Los pacientes

con variantes patogénicas en FANCG cursan con citopenias más graves y un

aumento en Ia incidencia de leucemia. Variantes patogénicas homocigotas nulas

en FANCA se asociada a una presentación mâs temprana de anemia y una

incidencia mayor de leucemia que los pacientes con variantes patogénicas en

FANCC1. Las anormalidades congénitas se presentan con mayor frecuencia en

pacientes con variantes patogénicas en FANCA y FANCG. Además de alto riesgo

de cancer en pacientes con variantes patogénicas en los genes rio debajo de

FANCDI/BRCA2 y FANCN/PALB21

Debido a esta gran heterogeneidad molecular, además de Ia variabilidad

fenotipica, no ha sido tan fácil establecer una correlación genotipo-fenotipo.

1.6 Mosaicismo celular en AF

Se estima que del 10 al 25% de los pacientes con AF presentan mosaicismo con

dos poblaciones ce1u1ares11, una sensible a agentes inductores de dana al DNA y

consistente con diagnOstico de AF, y otra resistente a dichos agentes con

comportamiento normal. El mosaicismo es causado por una reversiOn genética u

otras mutaciones compensatorias en células hernatopoyéticas y puede estar

asociado con Ia reversiOn de Ia falla medular y Ia disminución de Ia sensibilidad de

las células sanguineas a los agentes que dañan el DNA; estas células sanguineas

revertantes de Ia médula Osea presentan una capacidad de reparación del DNA

funciona112.

La clinica en estos pacientes, debido a esta poblaciOn de células hematopoyéticas

con reversiOn genetica, se ha asociado con un curso hematolOgico favorable en

pacientes con AF12. En el estudio de fragilidad cromosOmica los pacientes

presentan resultados no concluyentes, aun cuando se emplean controles positivos

y negativos correctamente. No cumplen el criterlo citogenético de un incremento

de lOx Ia frecuencia de aberraciones cromosOmicas inducidas con respecto a su

frecuencia basal y a Ia del control negativo, y el porcentaje de células aberrantes

es menor al 50%10.
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La confirmación de una sospecha de mosaicismo se puede hacer en linfocitos de

sangre periférica tratados con 50, 150 y 300 nM de MMC durante 72 horas, al

comparar su respuesta celular con una de un individuo sano y un paciente positivo

a AF. Con Ia concentraciOn más alta de MMC, en los pacientes con mosaico

existen 10% de células sin daño y 90% de células con I a 10 ab/cél y en el

positivo AF casi el 100% de células con rnás de 10 aberraciones, y casi 0% de

células sin daños11. La corroboración de mosaicismo también se puede hacer al

realizar el estudlo de fragilidad en otro tejido que no sea hematológico (como

fibroblastos de piel). Lo ideal serla confirmar el mosaicismo al determinarse Ia

variante patogenica que causa Ia AF.

1.7 Diagnostico de AF

El cuadro clinico en Ia AF es extremadamente variable, hasta el 37% de los

pacientes no presentan malformaciones congénitas asociadas y en esos casos el

diagnostico se retrasa y se sospecha hasta que presentan las alteraciones

hematolOgicas o Ia pancitopenia15 cuando los pacientes presentan signos y

smntomas de pancitopenia corno fatiga, mareos, epistaxis, petequias e infecciones

recurrentes. Se debe realizar un recuento completo de sangre para evaluar las

caracteristicas de forma, tamaño y nUmero de eritrocitos, leucocitos y plaquetas.

Los valores que encontramos cuando existe pancitopenia son conteo absoluto de

neutrOfilos menor de 100/mL, hemoglobina menor de lOg/dL con reticulocitos

menos de 40000/mL y conteo de plaquetas menos de 50000/mL. Estudios más

especificos como Ia eritropoyetina en suero puede encontrarse en niveles

elevados en suero, esto debido al bajo nivel de células sangumneas. Para confirmar

Ia falla medular se realiza aspiraciOn de médula ósea en dOnde se revela

hipocelularidad (menos del 25%)13, aplasia con médula grasa y ausencia de

células progenitoras hematopoyéticas de las Imneas celulares mieloide, eritroide y

de megacariocitos.

Además de los datos hematolOgicos otros datos que pueden orientar Ia sospecha

diagnóstica son Ia talla baja, hiperpigmentacion de Ia piel (manchas café con
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leche), antecedente de peso bajo al nacimiento, incluso malformaciones

esqueléticas de extremidades superiores. También se pueden incluir estudios

adicionales como radiografIas para identificar defectos del hueso, ultrasonido

abdominal se utiliza para monitorizar el hIgado y el riñôn, tanto su forma coma su

tamañ 013.

El diagnOstico citogenético que analiza las ACs es el estándar de oro para el

diagnôstico de Ia AF y se basa en Ia hipersensibilidad especifica a los agentes

alquilantes bifuncionales como Ia MMC 0 el DEB que generan lCLs en Is molécula

de DNA 16.17,18, 19,20 Se realizan cultivos de linfocitos de sangre periférica a médula

Osea, con sin tratarniento con DEB 0 MMC y se analiza Ia fragilidad cromosOmica

al cuantificar rupturas cromatidicas y cromosômicas, fragmentos céntricos y

acéntricos, anillos, dicéntricos y figuras radiales en 25 células3. Este ensayo se

realiza de manera paralela con células de individuos sanos y de una linea celular

mutante para algunos de los genes FANC que se utilizan coma el control

negativos y positivo de Ia AF respectivamente. El criteria que se utiliza en el

Laboratorio de Citogenetica del lnstituto Nacional de PediatrIa para proporcionar

un diagnOstico positivo a Ia AF, es que Ia frecuencia de aberraciones

cromosómicas inducidas en el paciente debe ser 10 veces mayor a Ia observada

en las células sin tratamiento y en las células normales, y una respuesta similar a

Ia detectada en las Imnea celular mutante. Aunque Ia respuesta a los mutagenos es

constante y reproducible serla muy importante conocer si existe una correlación

entre el tipo y cantidad de aberraciones cromosómicas compara con el genotipo

de los pacientes.

'L8 Tratamiento

Existen diferentes manejos a los que los pacientes con AF pueden ser sometidos.

Los tratamientos de soporte tienen un efecto inmediato, como las transfusiones de

concentrados eritrocitarios y plaquetas; o el factor estimulante de colonias de

granulocitos que tiene una buena respuesta a Ia leucopenia. 13
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El trasplante de células progenitoras hematopoyéticas puede conseguir Ia cura de

Ia anemia aplásica y prevención de smndromes mielodisplásicos, sin embargo, no

todos los pacientes serán candidatos a este tratamiento, por lo que en aquellos

que no puedan realizarse el trasplante se recomienda terapia androgenica, con

oximetolona, danazol u oxandrolona, los cuales estimulan Ia proliferación de

células progen itores hematopoyéticas13.

No olvidar los tratamientos para correcciôn de los defectos congénitos por media

de Ia cirugia, correcciôn de malformaciones en extremidades, cardiopatIas, fistula

traqueoesofágica y ano imperforado ya que muchos de estos son defectos

congenitos mayores, que comprometen Ia vida o Ia funciOn en los pacientes.

1.9 Aberraciones cromosómicas

Las ACs se conocen como cualquier cambio en forma, tamaño o nUmero de los

cromosomas. Pueden ser numéricas o estructurales. Las numéricas se refieren a

aneuploidlas y poliploidIas que ocurren debido a una segregación anormal durante

Ia anafase en Ia divisiOn celular. Las estructurales se clasifican en estables e

inestables por su capacidad de transmitirse de una generaciOn celular a otra. Las

ACs estables se forman por una o varias rupturas en el DNA de uno 0 más

cromosomas que posteriormente se reünen en una posiciOn diferente a Ia original

incluso dentro del mismo cromosoma y son capaces de permanecer en sucesivas

divisiones celulares. Dentro de las principales alteraciones estructurales se

encuentran las deleciones, duplicaciones, anillos, dicéntricos, translocaciones,

inversiones, inserciones e isocromosomas; estos desbalances cromosOmicos

pueden tener consecuencias importantes en el fenotipo de Ia descendencia,

pueden causar abortos o productos a término con distintas malformaciones

geneticas o anormalidades f1sicas21.

Por otra parte, las ACs inestables se producen por lesiones en el DNA que

afectan una o dos cromátidas del cromosoma que generalmente no son reparadas

por Ia célula y no se pueden transmitir en las siguientes divisiones celulares. Estas
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ACs se originan de manera espontánea, por metabolitos celulares endogenos

como los aldehidos o los radicales libres mientras que las inducidas son

consecuencia de Ia exposición del material genetico a agentes fIsicos o quimicos

externos como Ia radiaciOn ultravioleta, Ia radiaciOn ionizante, DEB y MMC que

producen diversos tipos de lesiones en los cromosomas.

El tipo de ACs se relaciona con el tipo de agente que las causa, en particular si su

mecanismo de acciOn es dependiente o no de Ia fase S del ciclo celular, y de Ia

efectividad del mecanismo de reparacion que interviene para subsanar el daño y

reunir a los cromosomas y fragmentos para que regresen a su estado original,

pero también se pueden reunir de forma incorrecta o no reun1r5e22 Esto hace que

se distingan dos clases principales de ACs estructurales:

Las aberraciones cromosámicas (CSA), son alteraciones de tipo cromosOmico en

las que se afectan las dos cromãtidas de un cromosoma. Este patrOn es

consecuencia de rupturas de doble cadena que no fueron reparadas o que se

repararon incompletamente. Generalmente son causadas por clastOgenos

independientes de fase S que generan su efecto en las fases GO o GI como Ia

radiación ionizante. Los tipos de ACs que se identifican a consecuencia de este

tipo de insultos son cromosomas dicéntricos, anillos, fragmentos cromosórnicos

acéntricos y translocaciones balanceadas. Estas Ultimas son consideradas ACs

estables que pueden transmitirse a células hijas, mientras que las otras

mencionadas se consideran inestables y son señales efectivas para inducir

apoptosis.

Las aberraciones cromatidicas (CTA) son alteraciones de tipo cromatidico que

afectan Unicamente una cromátida. Estas lesiones ocurren en respuesta a

clastOgenos de fase S que condicionan modificaciones qulmicas de bases o

rupturas de cadena sencilla, como los agentes quimicos. Lo que se observa son

rupturas cromatidicas e intercambios de cromátidas hermanas. Aunque Ia

radiación ionizante puede inducir este tipo de dana, dependiendo de Ia fase del

ciclo celular en Ia que se aplique, generalmente provienen de agentos quo son

dependientes de fase S (como Ia MMC o el DEB) y que por Ic tanto pueden afectar
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una sola cromátida del cromosoma replicado. Las lesiones que generan estos

agentes pueden dar lugar a figuras rathales, que también pueden en Ia siguiente

segregaciOn mitótica generar dicéntricos, translocaciones, deleciones y

duplicaciones22

Es relevante y decisivo el destino final de las células, las ACs estables, como las

translocaciones, pueden causar consecuencias deletéreas en un organismo ya

que son menos efectivas en causar apoptosis; mientras que las inestables, como

los cromosomas dicéntricos, anillos y fragmentos cromosómicos pueden

eliminarse por apoptosis de forma dependiente de Ia via de p53.

La elevación de Ia frecuencia de aberraciones en AF se debe a que no se puede

reparar el daño porque está afectada a via FA/BRCA y quedan lCLs y rupturas de

doble hebra en distintos cromosomas que deben ser reparadas para que Ia célula

mantenga integridad genOmica, continUe con su ciclo celular y sobreviva. Debido a

que no se pueden reparar, estas lesiones de doble hebra de distintas regiones y

crornosomas se unen por reparación de union de extremos no homólogos (NHEJ)

que forman cromosomas aberrantes y figuras radiales que at tener una

conformaciOn aberrante no proseguiran en el siguiente ciclo celular y muy

probablemente morirán.

Estos eventos ocurren en los cultivos de los pacientes con anemia de Fanconi

cuando se hace et diagnOstico, pero desconocemos si el tipo y frecuencia de

cromosomas aberrantes es igual en todos los pacientes.

1.10. Correlación genotipo-fenotipo

En un principio, al descubrirse Ia heterogeneidad genetica de Ia AF, se especulaba

que cada grupo de complementaciôn se presentaria con caracteristicas distintivas,

Pero esto se volvió Ia excepción y no Ia regla. Se han realizado varios estudios

retrospectivos con eI intento de correlacionar el genotipo con el fenotipo5.

Hasta el momento se reporta que para los pacientes con variantes patogenicas

nulas en FANCA desarrollan anemia a edad tempranas y una alta incidencia de

leucemia, pero otros análisis to descartan; aunque existen variantes especIficas
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como p.His913Pro and pArg951Gln/Trp pueden predecir iniclo tardlo de Ia

enfermedad y progresion lenta de manifestaciones hematolOgicas7

Para las vanantes en FANCC se reportO por el Registro Internacional de Anemia

de Fanconi que los pacientes tienen una fafla medular de inicio temprano y un

pronôstico sombrIo comparados con los individuos con variantes en FANCA y

FANCG. En el Grupo de lnvestigaciOn Europeo de AF fue todo lo contrario ya que

los indMduos con variantes en FANCC tuvieron un curso hernatolOgico menos

grave. Este mismo grupo de investigación reportó que para las variantes en

FANCG se veia una mayor citopenia y una incidencia mayor a Ieucemia7,

También se reportO que pacientes con variantes patogenicas bialélicas en el gen

FANCDI/BRCA2 pueden desarrollar leucemia, leucemia mieloide aguda 0

leucemia linfoblástica aguda más temprano de Jo que se espera. Además de

desarrollar tumores sOlidos como meduloblastoma, glioblastoma o astrocitoma

multiforme y tumor de Wilms, que no se yen comünmente en AF7.

Como se ha dicho, Ia gran heterogeneidad genética y clInica de los pacientes

dificulta Ia correlaciOn genotipo y fenotipo. Sn embargo, existe un mismo fenotipo

celular. como Ia alta sensibilidad a los agentes inductores de enlaces cruzados,

por lo que las aberraciones cromosOmicas y sus frecuencias aI hacer el estudio de

fragilidad son similares en los pacientes con AF, esto sin correlacionarse con Ia

cimnica.

1.11 Antecedentes Directos

En Ia literatura se han hecho mUltiples intentos para establecer una correlaciôn

genotipo-fenotipo para AF, sin embargo, son pocos los estudios los que se ha

intentado hacer esta correlaciôn con aberraciones cromosOmicas. En el

Laboratorio de citogenetica del INP, centro de referenda en Ia repUblica mexicana

para Ia AF, se tienen resultados de estudios de fragilidad cromosómica de más de

30 arias; gracias a Ia riqueza de estos datos podemos intentar Ilevar a cabo

estudios que nos permitan observar eI comportamiento de los resultados del dana

cromosOmico a lo largo del tiempo, establecer correlaciOn genotipo-fenotipo y
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hacer descripciones tanto de frecuencias de aberraciones cromosómicas como de

tipos de ACs en una gran cohorte de pacientes.

En relaciOn a esto, recientemente, el Dr. David Medina (2022) utilizando Ia

información histOrica de las aberraciones cromosOmicas de los diagnósticos

citogenéticos de AF del Laboratorio de Citogenética, hizo una descripción

detallada de las aberraciones cromosômicas espontáneas e inducidas en sujetos

sanos. En dicho trabajo se describiO un rango amplio de aberraciones

crornosómicas de 0 a 0.32 ab/cel para el reporte basal y de 0 a 0.44 ab/cel para Ia

inducciOn por DEB en individuos sanos. Tamblén reportO que Ia variabilidad de

frecuencia en el estado basal y en Ia condiciOn inducida por DEB no se explica por

Ia edad de los sujetos analizados, tampoco por las alteraciones en el agente

inductor ni por Ia forma de revisiOn de los lectores de las muestras.23

Esta información no está descrita en los pacientes con AF, por to que es muy

importante realizar una adecuada descripciOn de las aberraciones cromosOmicas,

determinar los intervalos de aberraciones cromosOmicas espontáneos e inducidos

con DEB y conocer si existe una correlaciOn entre las aberraciones y el fenotipo de

los pacientes.

Estos trabajos permiten intentar realizar correlaciones genotipo-fenotipo para el

mejor entendimiento de Ia AF y su variabilidad clmnica.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante muchos años, se ha tratado de establecer una correlaciOn genotipo-

fenotipo en Ia AF mediante el análisis de las mutaciones en los genes FANC, sin

embargo, ha sido una tarea dificil debido a que Ia enfermedad es genetics y

cllnicamente heterogenea y a que Ia información reportada es limitada en cuanto

al nUmero de casos. No obstante, es sumamente importante seguir investigando

sobre posibles correlaciones porque sedan fundamentales para tratar de

comprender Ia evoluciOn clInica de los pacientes e identificar posibles riesgos.
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Un aspecto relevante a explorar es Ia posible correlaciOn genotipo-fenotipo

mediante las frecuencias de aberraciones espontáneas e inducidas en los

pacientes positivos a AF. En nuestra experiencia, en el Laboratorio de

Citogenetica del INP, hemos encontrado una gran variabilidad en Ia respuesta

ctogenetica a los mutágenos MMC o DEB, pero no se ha utilizado esta

informaciOn para buscar si existe una correlación. Además, desconocemos Si el

tipo y frecuencia de cromosomas aberrantes es igual en todos los pacientes.

El Laboratorlo de Citogenetica del INP cuenta con 20 años de registros de

resultados de aberraciones cromosOmicas espontáneas e inducidas con DEB y

MMC en pacientes con sospecha de AF y controles negativos. A lo largo de estas

dos décadas, ha habido varios donadores sanos y mUltiples pacientes con

sospecha de AF, por lo que se tiene documentada tanto su frecuencia de ACs

espontáneas, como Ia respuesta cromosOmica a DEB/MMC. Esta informaciOn es

ideal para describir Ia respuesta citogenética a agentes que causan enlaces

covalentes cruzados en pacientes positivos para AF, pacientes en quienes se

sospechó el diagnOstico de AF pero no fueron positivos e indMduos sanos. Las

aberraciones cromosOmicas patognomOnicas de Ia AF son las aberraciones de

tipo cromatidico y en especial Ia presencia de figuras radiales, sin embargo, se

desconoce si existe una correlaciOn entre el tipo de aberraciones y Ia condiciOn

clinica de los pacientes. Este análisis permitirá disecar el tipo de aberraciones

cromosOmicas y establecer una correlaciOn genotipo-fenotipo en cada grupo de

estudio. También contribuirá a generar conocimiento básico y clinico de Ia AF.

3. PREGUNTA DE INVESTIGACIÔN

,Existe una correlación genotipo- fenotipo al analizar el tipo y nUmero de

aberraciones cromosómicas en los pacientes con sospecha de anemia de

Fanconi?
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4. JUSTIFICACION

Los datos de las aberraciones cromosómicas de los individuos en quienes se ha

hecho estudio de fragilidad cromosOmica en el Laboratorio de Citogenética están

disponibles en registros histOricos del laboratorio desde 1998 y se cuenta con las

hojas de lectura de los casos para extraer los datos, clasificarlos y analizarlos.

Esto permitirá analizar sistemáticamente Ia frecuencia, tipo de aberraciones y Ia

variabilidad de respuesta interindividual e intraindividual de los estudios realizados

en este Iaboratorio.

El diagnóstico de anemia de Fanconi se realiza por el estudio de fragilidad

cromosômica en el que se compara Ia frecuencia total de aberraciones

cromosómicas en un individuo con sospecha clInica de AF, un control negativo

(sujeto sano) y un control positivo (Linea linfoblastoide proveniente de un paciente

positivo a AF). Cuando Ia frecuericia de AC inducida por DEB/MMC es lOx mayor

a Ia frecuencia observada en el control negativo y tiene una respuesta similar al

control positivo, se diagnostica AF en el paciente. Esta prueba de fragilidad

crornosómica es estándar de oro de Ia enfermedad. Sin embargo, se desconoce Ia

relación entre el tipo de aberraciones y el fenotipo clInico de los pacientes.

El estudio de las aberraciones cromosOmicas en individuos con sospecha clinica

de AF nos ayudará a determinar si existe alguna correlación entre el tipo de

alteraciones cromosómicas y eI diagnóstico de anemia de Fanconi.

5. OBJETIVO GENERAL

Conocer Ia frecuencia y tipo de aberraciones cromosômicas reportadas en un

grupo pacientes con anemia de Fanconi diagnosticados en el Laboratorio de

Citogenetica del INP.
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6. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Describir Ia respuesta citogenêtica basal e inducida por agentes inductores do

enlaces covalentes cruzados en pacientes con anemia de Fanconi.

2. Describir Ia respuesta citogenetica basal e inducida por agentes inductores do

enlaces covalentes cruzados en pacientes en quienes se tuvo sospecha do

diagnôstico de anemia de Fanconi pero fueron negativos.

3. Describir el fenotipo clInico de los pacientes positivos a anemia de Fanconi,

4. Correlacionar Ia frecuencia y tipo de aberraciones cromosómicas con el fenotipo

clinico de los pacientes con anemia de Fanconi.

7. MATERIALES Y METODOS.

7.1 ClasificaciOn de Ia investigacion: descriptivo, retrospectivo y observacional.

7.2 Universo del estudio

La población de estudio estuvo formada por los datos y registros históricos de los

resultados del estudio de aberraciones cromosómicas espontáneas e inducidas do

pacientes con diagnOstico do sospecha de anemia do Fanconi que fueron

negativos, de pacientes positivos a anemia de Fanconi y de los individuos sanos

que se utilizaron como controles negativos, realizados do enero del 1998 a julio

del 2021 en el Laboratorlo de Citogenética del Instituto Nacional de Pediatria.

Se incluyeron todos los estudios que tenlan hojas de registro de aberraciones

cromosOmicas completas y en los quo los resultados de las frecuencias de

aberraciones cromosômicas espontáneas e inducidas proporcionaron un resultado

de anemia do Fanconi positivo o negativo; se eliminaron los datos incongruentes o

no concluyentes.
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7.3 Variables

Se utilizaron las siguientes variables cualitativas: género, edad, dato clInico de

sospecha, tipo de muestra, tipo de agente inductor de daño, talla, perImetro

cefálico, malformaciones congenitas, tipos de malformaciones congenitas.

Variables cuantitativas: NUmero de células estudiadas, nUmero de cromosomas,

nUmero de rupturas cromosOmicas, rupturas cromatidicas, fragmentos céntricos y

acéntricos, anillos, cromosomas dicéntricos, figu ras trirrad iales y tetrarradiales,

frecuencia de ACs espontáneas e inducidas con DEB, porcentaje de células

aberrantes.

7.4 Prueba de fragilidad cromosómica para el diagnostico de anemia de
Fanconi.

De manera retrospectiva y ante Ia sospecha cllnica de AF y se utilizO Ia

hipersensibilidad de las células AF a agentes inductores de enlaces cruzados

como diepoxibutano (DEB) o mitomicina-C (MMC) para diagnosticar Ia

enfermedad. '

La prueba de fragilidad cromosOmica se realizO en muestras de sangre periférica,

médula Osea o fibroblastos de piel. Las muestras de sangre periférica y médula

Osea se cultivaron en medio RPMI (Gibco, BRL, Grand Island, NY) suplementado

con fitohemaglutinina y a Ia mitad de los cultivos se Ies adicionó 0.lpgl mL de

diepoxibutano (DEB) o 40 ng/mL de mitomicina-C (MMC) para inducir el daño

cromosômico; todos los cultivos se incubaron a 37°C durante 72 horas. Para

cosechar las células en metafase se agregó coichicina durante dos horas, se

trataron con solución hipotónica y se fijaron con soluciôn Carnoy (Metanol:Acido

acético, 3:1, Merck, Germany). Cuando se utilizaron fibroblastos para hacer el

diagnôstico citogenético, también se elaboraron dos cultivos celulares, uno sin

tratamiento y otro tratado con 0.01 pg/ mL de DEB, se incubaron durante 72 horas

y se cosecharon de manera similar a los cultivos de sangre y médula Osea.

Simultáneamente, se sembraron cultivos con y sin tratamiento de un donador sano

que se utilizO como el control negativo de Ia AF y de una linea celular con
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mutaciOn en el gen FANCA que se usó como el control positivo de Ia AF (solo a

partir del 2012). De todos los cultivos, control negativo, control positivo y del

paciente con sospecha de AF se elaboraron laminillas con el contenido celular de

cada tipo de cultivo, de Ia manera convencional y se tiñeron con Giemsa y Wright.

Por cada tipo de cultivo se anahzaron 25 metafases y se cuantificaron las rupturas

cromatIdicas y cromosOmicas, fragmentos céntricos y acéntricos, dicéntricos,

figuras radiales y otras alteraciones1° (Fig. 2), las cuales se registraron en Ia "Hoja

de lectura de aberraciones cromosOmicas" y Se obtuvo Ia frecuencia de

aberraciones cromosômicas espontáneas e inducidas por DEB, MMC o ambos.

Los pacientes son positivos a AF al presentar una frecuencia de aberraciones

cromosómicas (AC) con DEB o MMC 10 veces mayor a Ia observada en el cultivo

sin tratamiento y en el control negativo y una respuesta simUar a Ia del control

positivo; adicionalmente, los pacientes positivos presentan una elevada frecuencia

rupturas crornatidicas y figuras radiales en los cultivos tratados con DEB o MMC

que están ausentes tanto en los pacientes negativos como en los controles

negativos. En el INP, de 1998 al 2011 los diagnôsticos de fragilidad cromosOmica

se realizaron en paralelo con control negativo y a partir del 2012 se utilizaron tanto

controles negativos como positivos.

7.5 Análisis de datos

Para describir Ia respuesta citogenetica de los pacientes se diseñó una base de

datos en Excel con las frecuencias y tipo de aberraciones cromosômicas (rupturas

cromatIdicas, rupturas cromosómicas, fragmentos céntricos y acéntricos, anillos,

dicéntricos y figuras radiales) espontáneas e inducidas, el porcentaje de células

aberrantes y datos clinicos de sospecha de anemia de Fanconi referidos por el

medico solicitante del estudio.

Debido a que este estudio es retrospectivo, para establecer Ia correlaciOn del

fenotipo clinico de los pacientes positivos con las ACs, se utilizO una base de
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'Datos clinicos de pacientes con anemia de Fanconi" elaborada por Ia M. en C.

Gilda Garza que se encuentra en el Laboratorio de Citogenetica.

Con el análisis de las frecuencias de aberraciones cromosOmicas y Los criterios ya

mencionados para determinar el diagnOstico de AF, los estudios de toda La base

de datos se agruparon e 3 categorias: a) Pacientes negativos , b) Pacientes

positivos y Pacientes con posible mosaico celular. Se obtuvo el porcentaje de

células aberrantes (células con una o más aberraciones) en cada condición y en

cada grupo. Tanto las frecuencias de ACs como los porcentajes de células

aberrantes se compararon entre los tres grupos y con los datos de células

normales reportados por Medina23.

Para correlacionar el fenotipo clinico con las ACs de los pacientes positivos, se

analizaron y compararon los datos hematologicos y clinicos presentes en La base

de datos.

7.6 ANALISIS ESTADISTICO
Los datos de frecuencias de ACs pacientes negativos y positivos a AF se

organizaron con Microsoft Excel (Windows, VersiOn 16.11.1) y se analizaron con

los paquetes SPSS Statistics V.20.

Ya que las variables no presentaron distribuciOn Gaussiana, se compararon las

variables con Ia prueba Wilcoxon-Mann-Whitney para comparaciOn de medias

entre los grupos. Se consideraron diferencias significativas cuando las pruebas

demuestran un p<0.05 con un Intervalo de Confianza del 95%

El análisis estadIstico se realizô en base a los objetivos del proyecto. Para

comparar las frecuencias ACs basales en inducidas en pacientes AF positivos y

AF negativos. El tamaño de Ia muestra fue de 742 individuos solo tratados con

DEB, de los cuales 92 tuvieron resultado positivo, 642 con resultado negativo y 8

posibles mosaico AF.



8. RESULTADOS Y DJSCUSIÔN

En esta revsiOn retrospectiva, at analizar Ia base de datos y las libretas de registro

del Laboratorio de Citogenética se identificaron 1015 pacientes que fueron

diagnosticados por medio de Ia prueba citogenética de fragilldad cromosómica, en

el periodo de enero de 1998 a julio de 2021. Estos estudios se hicieron utilizando

uno o dos agentes clastogenicos: DEB, MMC y DEB o solo MMC; ambos

compuestos son buenos inductores de enlaces cruzados en el DNA y en el

diagnOstico de AF presentan una gran sensibilidad, estabilidad y especificidad.

De 1998 al 2015, encontramos que los diagnosticos se realizaron utilizando MMC

yb DEB y a partir del 2016 hasta Ia fecha se utilizO exciusivamente DEB como

agente inductor de daño al DNA debido a que Ia MMC genera una mayor cantidad

de dana y es más citotôxica, por lo que los cultivos tienen una menor proliferacion.

En el periodo de 1998 at 2011, los pacientes se diagnosticaron como positivos

cuando Ia frecuencia de ACs inducida por el DEB o Ia MMC era significativamente

mayor a Ia observada en las células de individuos sanos que funcionaban como el

control negativo de Ia enfermedad. Esta diferencia en Ia respuesta se debe a que

las células con AF tienen deficiencia en el sistema de reparaciOn del DNA por

presentar una variante patogénica en algunos de los genes FANC que conduce a

una incapacidad de reparar las lesiones inducidas por el DEB o Ia MMC, en

contraste, las células normales son capaces de reparar eficientemente todas las

lesiones, por to que Ia frecuencia de ACs inducida es baja.

Los resultados de los 1015 estudios citogenéticos fueron los siguientes: a) 873

pacientes negativos: 642 con DEB, 221 con MMC y DEB, y 10 con MMC b) 131

pacientes positivos: 92 con DEB, 28 MMC y DEB y 11 con MMC c) 11 posibles

mosaico: 8 con DEB y 3 con MMC y DEB. Sin embargo, no fue posible incluir el

análisis de aberraciones cromosómicas de todos los casos, porque en el archivo

del Laboratorlo no se encontraron las hojas de lectura de ACs de Ia mayorIa de los

tratados con DEB y MMC a solo MMC.
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A partir del 2012, con Ia finalidad de obtener informaciôn sobre Ia eficiencia de los

agentes inductores de enlaces cruzados (MMC o DEB) y evitar resultados falsos

negatvos, se incluyeron cultivos de una Imnea celular linfoblastoide de un paciente

positivo a AF con variante patogénica en el gen FANCA que funciona como un

control positivo de Ia enfermedad. La correcta detecciôn citogenética de Ia anemia

de Fanconi es sumamente importante, por lo que desde el 2012, en Ia mayorIa de

los estudios de los pacientes con sospecha de AF se realizan de manera paralela

con cultivos de un control sano negativo y un positivo de Ia AF. Un paciente con

diagnOstico de AF debe tener una frecuencia de ACs inducida 10 veces mayor que

su frecuencia de ACs espontánea y que Ia del control negativo y una respuesta a

los mutagenos (MMC o DEB) similar a Ia del control positivo. Esta prueba de

fragilidad cromosOmica en AF es el estándar de oro porque a diferencia del

fenotipo clInico, el fenotipo celular es extremadamente constante sin importar el

gen FANC mutado.

Por otra parte, en un trabajo previo realizado en nuestro laboratorio se obtuvieron

las frecuencias promedio de ACs de todos los individuos sanos o controles

negativos que se utilizaron para establecer el diagnóstico de todos los pacientes

de Ia cohorte utilizada en este trabajo. Las frecuencias promedio estrictas de ACs

espontáneas reportadas fue de 0.02 ab/cél con un intervalo de 0 a 0.08 ab/cél e

inducidas de 0.04 con un rango de 0 a 0.16 ab/cé123. En el presente trabajo, se

utilizaron estos valores para establecer las comparaciones con las frecuencias de

ACs de los pacientes positivos, negativos y posible mosaico AF.

Con Ia finalidad de tener una poblaciOn más homogénea que permitiera hacer una

adecuada descripción de Ia respuesta citogenetica basal e inducida en los

pacientes positivos o negativos para AF, en este trabajo solo se incluyeron los

resultados de los estudios realizados con DEB. AsI mismo, al analizar las

frecuencias de aberraciones cromosOmicas espontáneas e inducidas, so

detectaron algunos pacientes con datos discordantes o no concluyentes que so
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eliminaron de este estudio. Finalmente, Ia cohorte de pacientes estuvo

conformada par 742.

De los 742 pacientes reportados 642 fueron diagnosticados como negativos

(86.5%), 92 coma positivos (12.4%) y 8 identificados coma posible mosaico celular

AF (1.1%) (Tabla 1) debido a que mostraron una frecuencia de ACs intermedia

que solo se incrementaba de 2.2 a 6 veces Ia frecuencia de daño inducido con

DEB (Tabla 9).

El estudlo de fragilidad cromosOmica puede realizarse en diferentes tejidos, en Ia

cohorte de este trabajo se encontrO que el tejido más utflizado tue Ia sangre

periférica (76%), seguido de médula ósea (15.2%), piel (0.7%), cordOn umbilical

(0.1%) yen el 7.9% no tue especificado el tipo de muestra hematologica.

8.1 Descripción general de los pacientes de toda Ia población de estudio

De toda Ia población de estudio (n=742), el 44.3% fueron pacientes femeninos,

58.9% masculinos y en el 1.1% no se indicO el sexo; Ia edad al diagnOstico fue

variable, desde 5 dias hasta 27 años (Tabla 1). En relaciOn a los datos clinicos de

sospecha de AF indicados por el medico tratante se encontró una enorme falta de

información, ya que Ia mayorIa solo indicaban Ia existencia de alteración

hematológica coma anemia aplásica a trombocitopenia, presencia de alguna

malformación o simplemente "sospecha de anemia de Fanconi" sin especificar Ia

alteraciOn clmnica.

Es probable que Ia falta de informaciOn se deba a que los medicos tratantes que

solicitaron el estudio de fragilidad cromosómica generalmente fueron hematOlogos

que no están entrenados en el reconocimiento de malformaciones congénitas, por

lo que Ia mayorIa de los pacientes los enviaron con el dato cimnico de "sospecha de

anemia de Fanconi" porque presentaban alguna alteraciOn hematolOgica que no

tue plasmada en Ia solicitud del estudio. Además, Ia mayorIa de las muestras de

los pacientes provenlan de instituciones externas al INP par lo que no se llego a

conocer a los pacientes.
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Por otro lado, es importante enfatizar que Ia AF es una enfermedad con gran

variabIidad cilnica, en general se caracteriza par presentar falla medular,

malformaciones congénitas tales coma alteraciOn del eje radial, renales,

cardiacas, oculares, genitales y predisposiciOn a cancer, pero no existe un cuadro

clinico clásico que permita identificar a los pacientes 69,15 Al nacimiento, en Is

infancia o en Ia etapa adulta, el diagnóstico se dificulta cuando los pacientes no

presentan deficiencia hematologica ni alguna malformación congénita relacionada

a Ia AF, par lo que en Ia mayoria de las ocasiones el diagnOstico se realiza hasta

que se presenta falla medu1ar7. Esto se reflejO en esta cohorte de estudio, ya que

Ia edad al diagnostico fue extremadamente variable, desde recién nacidos hasta Ia

etapa adulta.

Por todo lo anterior, el dato clInico de sospecha no se especificó en el 58.9% de

los pacientes, en el 17.7% fue Ia presencia de alguna malformación, en el 14.3%

una alteración hematológica, en el 6.6% tener un hermano con AF, en el 2%

presentar una malformaciOn congénita y una anormalidad hematologica y en el

0.5% Ia presencia de cancer (Fig. 3). De acuerdo con Auerbach6, las

malformaciones congénitas se presentan hasta en 1/3 de los pacientes con AF,

pero en esta poblaciOn de estudio su presencia fue menor debido a que nuestra

poblaciôn tiene un gran sesgo.

PosbIe AF Mosaico

8 (1.1%)

F-50%

M -50%
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No especificado 58.8%

Malformación 17.7%

Hematolôgico 14.3%

Hermano con AF 6.6%

MalformaciOn y
Hematologico 2%
Cancer 0.5%

Figura 3. Datos cilnicos de sospecha de anemia de Fanconi, de Ia población general.

8.2 Pacientes positivos a Anemia de Fanconi

De los 742 estudios de fragilidad cromosOmica recolectados, se identificaron 92

pacientes positivos a AF que representan el 12.4%, todos mostraron Ia

hipersensibilidad al DEB caracterIstica de las células con anemia de Fanconi y las

frecuencias de ACs fueron significativamente mayores a las observadas en las

células de los individuos sanos o controles negativos23 y similares a las de los

positivos que se cultivan de manera paralela en los casos en los que se utilizO.

El 47.8% de los pacientes fueron de sexo femenino, el 48.9% masculino y en el

3.3% no se especificO el genero. El rango de edad al diagnóstico fue muy variable,

de 3 meses hasta 27 años (Tabla 1). A nivel internacional el diagnOstico se realiza

en promedio a Ia edad de 7-9 años, estos resultados indican que es probable que

algunos pacientes de esta cohorte no presentaron falla medular en edad infantil o
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adolescente o alguna malformación congenita que sugiriera AF, por to que el

estudio se realizô hasta que tuvieron aiteraciones hematologicas.

En general, los pacientes de esta cohorte presentaron diversas malformacones

congénitas, talla baja y alteraciones hematológicas. El dato clinico de sospecha

mâs frecuente fue Ia alteración hematoiOgica en el 20% de los casos, presencia

de alguna malformaciOn congenita como alteraciOn del eje radial, renal, vertebral,

cardiaca en el 9.23%, Ia existencia de malformaciOn y manifestaciôn hematolOgica

en ci 8.46% y tener un hermano con AF en ci 1.54% (Fig.4); en el 60.77% no se

indicaron datos clInicos de sospecha, solo se mencionaba que se trataba de Un

paciente "probable AF" o "sospecha de AF" sin Ia descripcion de alguna alteraciOn

clInics o congénita. En este grupo de pacientes, las malformaciones congénitas se

presentaron solo en el 9.23 % de los pacientes, lo cual difiere con to reportado por

Auerbach y otros autores que han establecido que las malformaciones congenitas

se presentan hasta en 1/3 de los pacientes con AF24' Sin embargo, algunos

pacientes presentaron una o dos alteraciones del fenotipo VACTERL-H. Un

aspecto importante fue que Ia mayorIa de los pacientes de esta cohorte eran

externos al INP y enviados por hematólogos, por lo que no tenian una bUsqueda

intencionada de malformaciones congenitas que generalmente son identificadas

por los genetistas y están asociadas a Is AF.

La clinica de los pacientes positivos AF se discute a detalie en ci apartado de

"Descripción Clinica".
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Dato Cilnico de Sospecha Pacientes Positivas
Resultado: Positvo

NemtoIógco
l Hermano con AF

O Malformoción
Malfoniiación y
Hematoloçjico

O No eepecflcado

Fig ura 4. Datos clinicos de sospecha en pacientes con AF.

Frecuencia de aberraciones cromosómicas

Las frecuencias promedio de ACs espontáneas o basales en los 92 pacientes

positivos a AF detectados con DEB fue de 0.18 ± 0.17 ablcél con un intervalo de 0

a 0.96 ab/cel e inducida de 2.6 ± 2.1 ab/cél con un rango 0.64 a 13.16 ab/cél

(Tabla 2). Esta respuesta celular de hipersensibilidad ha sido sumamente Util en ci

diagnOstico de Ia enfermedad y ha sido establecida desde hace muchos años por

varios autores15161718'19'20.

De manera importante, tanto en promedio como de manera individual, todos los

pacientes mostraron hipersensibilidad al DEB que permitió proporcionar ci

resultado compatible con AF. La frecuencias de aberraciones espontáneas e

inducidas más frecuentes en los pacientes positivos fueron 0.08 ab/cél y 1.44

ab/cél, respectivamente (Anexo 1).
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Debdo a Ia variabilidad citogenetica encontrada en esta cohorte, las frecuencias

de ACs espontáneas e inducidas no tuvieron una distribuciOn normal, pero Si

presentaron una diferencia estadIsticamente, con una p = 2.216, prueba Wilcoxon -

Mann -Whitney (labia 2). Esta elevada frecuencia de dano cromasOmico

espontáneo e inducido tamblén es significativamente distinta a Ia observada en las

células normales y refleja Ia ineficiencia de las células AF para reparar el daño al

DNA inducido por el DEB (p<0.05).

DEB (ab/cél)

La gran variabilidad citogenética fue evidente de manera espontánea e inducida, el

daño basal más frecuente fue de 0.08 ab/cél pero habla pacientes con 0.0 abl cél

y cuatro pacientes tuvieron frecuencias tan elevadas como 0.64, 0.68, 0.84 y 0.96

ab/cél; asi mismo, de manera inducida habia algunos pacientes con frecuencia

menores a 1 y frecuencias mayores a 10, por ejemplo, el paciente 108-16 presentO

0.0 ACs espontáneas y 0.72 inducidas mientras que el paciente 612-10 tuvo 0.96

aberraciones espontáneas y 13.16 inducidas (Anexo 1). Por un lado, las

frecuencias espontáneas elevadas podrian ser caracteristicas celulares propias de

Frecuencia AC espontáneas Frecuencia AC inducidas con
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cada paciente o también podrIan deberse a que los pacientes hubieran estado en

contacto con algün agente exogeno que dane a! DNA como los solventes o el

humo del cigarro a los que ellos son muy sensibles. Por otro lado, también es

evidente Ia gran variabilidad en el grado de hipersensibilidad de los pacientes

positivos al DEB, si bien los 92 pacientes incrementaron su frecuencia de AC de

manera significativa con respecto a su basal, todos lo hicieron en una proporcián

diferente, el incremento de ACs fue desde 4X hasta 97.5X (Anexo 1).

En general, las células normales cuando contienen dana en el DNA, arrestan su

ciclo celular y reparan las lesiones, en contraste, las células AF con un sistema

de reparaciOn defectuoso detienen el ciclo celular pero no reparan eficientemente,

utilizando sistemas de reparaciOn alternos como Ia reparación por recombinaciOn

no homOloga que tratan de unit los segmentos cromosOmicos rotos, generanda las

aberraciones cromosómicas. Aunado a esto, es posible que Ia variabflidad en Ia

frecuencia de ACs se deba de manera secundaria a Ia influencia de otros fâctores

endOgenos coma los radicales libres del oxigeno a los que las células AF son

sensibles. Al respecto, Joenje et al 25, demostraron que las células AF presentan

una sensibilidad anormal a a tension de oxIgeno, espontáneamente Ia frecuencia

de ACs aumentó drãsticamente con Ia tensiOn de oxIgeno in vitro y cuando las

células se dañaron con MMC y se crecieron en presencia de presiones de oxigeno

elevadas hubo un incremento significativo de ACs26. Los radicales libres del

metabolismo normal del oxIgeno como el superóxido (0-), perOxido de hidrOgeno

(1-1202) e hidroxilos (OH-) pueden contribuir a Ia producción de ACs por actuar

sabre Ia cromatina, causando lipoperoxidacion cuyos productos pueden

interactuar con cromatina a bien interfiriendo con las enzimas de reparaciOn. Esta

sensibilidad celular a! oxigeno es un defecto secundario más que podria contribuir

a generar mãs daño cromosOmico y si Ia condiciôn a susceptibilidad de cada

paciente es diferente, podrIa generar Ia variabilidad en Ia frecuencia de ACs

inducida por DEB en nuestra cohorte de estudio. Adicionalmente existen otros

factores exOgenos provenientes de Ia exposiciOn ambiental, ocupacional o los

generados por hábitos personales que pueden variar en los pacientes con AF.
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A pesar de que en algunos pacientes no se cumplió el criterio de un incremento

lox de ACs inducidas implementado en nuestro laboratorio, en todos los casos

siempre habia células con figuras radiales y mUltiples rupturas cromatIdicas que

se originan en fase S y que son las aberraciones caracteristicas de Ia AF. De los

92 casos positivos 24 pacientes presentaron un aumento de ACs inducidas menor

a lOX Ia frecuencia de ACs basal, por ejemplo, los casos 667-18 y 242-15

mostraron un incremento de 5.IX y 7.5X respectivamente, sin embargo todos

tenlan un elevado nUmero de ACs de tipo cromatIdico. Además, recientemente se

corroborO su positividad a AF al buscar el fenotipo molecular mediante

genotipificacion, el caso 667-18 presentO una variante patogenica en FANCE y el

242-15 en FANCA (Comunicación personal, Publicación en preparación). Otros 2

casos de los 24 con incrementos menores a lOX, tamblén fueron genotipificados,

el 83-14 y 355-15 presentaron una variante patogenica en FANCA (ComunicaciOn

personal, Publicación en preparaciOn) (labia 3). Al comparar las frecuencias de

ACs de estos cuatro casos con el gen mutado, no encontramos diferencias en las

respuesta celular de los pacientes, las frecuencias inducidas fueron menores a 2 y

fluctuaron entre 1.2 y 1 .92 y no existiO correlación con el gen con variante

patogenica, Ia respuesta al DEB del caso 83-14 con variante patogénica en

FANCA es similar a Ia del caso 667-18 con variante patogénica en FANCE.

Tampoco hubo correlaciôn con el porcentaje de células aberrantes ni con el tipo

de ACs.

83-14

Espontaneas DEB Incremento AC Espontaneas DEB

0 2 1 56* 7 8 12 52 FANCA

242-15 0 16 1 2 7 5 12 56 FANCA

335-15 02 196* 96 16 76 FANCA

667-18 0 28 1 44* 5 1 16 80 FANCE

VPVanante patogérilca
*AC esponténeas vs inducidas, p<O.O
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Los resultados de este trabajo indicaron que el incremento de i OX implementado

en nuestro laboratorio no se cumpliô en todos los casos positivos (Anexol), debido

a que algunos casos eran muy viejos y en ese tiempo solo se evaluaba un

incremento significalivo de Ia frecuencia de ACs y Ia presencia de figuras radiales.

La respuesta de hipersensibilidad de las células AF contrasta mucho con Ia de las

células de los individuos sanos, cuando las células no tienen tratamiento, en

promedlo presentaron 0.22 ablcél mientras que cuando se dañaron con DEB

mostraron una frecuencia promedio de 2.5 ab/cél, que representa un incremento

de lox su frecuencia basal y contrasta con el 0.02 ab/cél espontáneas y 0.04

ab/cél nducidas que presentan los individuos san0s23 (Tabla 2). Es importante

señalar que las células de los individuos sanos, en general tienen poco daño

cromosómico y ausencia de figuras radiales que son Ia aberración patognomOnica

de Ia AF.

Esta respuesta celular y Ia variabilidad citogenetica de esta cohorte, está de

acuerdo con los reportado por otros autores en pacientes mexicanos, Esmer y

colaboradores15 en un peqierio grupo de pacientes AF encontraron una frecuencia

basal promedio de 0.30 ab/cél con un intervalo de 0.04 ab/cel a 1.6 ab/cel y

frecuencia inducida promedio de 3.39 ab/cél y un rango de 1.32 ab/cel a 5.86

ab/ce115. También existe similitud con los reportes en pacientes españoles y

estadounidenses 627

Este análisis ha sido sumamente importante porque nos permitió conocer Ia gran

variabilidad citogenética que existe en Ia respuesta de las células de los pacientes

con AF al DEB; las frecuencias de ACs varian mucho de un paciente a otro,

mientras que uno de ellos puede tener una frecuencia de ACs inducida de 0.64

otro puede tener una frecuencia de 13.16 (Anexo 1).

Células aberrantes

Al analizar las hojas de lectura de las ACs, fue notorio que de manera inducida

habia un mayor nUmero de células que tenian más de una aberración y se

consideraron como células aberrantes. Como se puede observar en Ia tabla 4 el
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porcentaje promedlo de células aberrantes inducidas con DEB (65.7%) es

significativamente mayoral observado de forma espontánea (14.1%) (p<0.05). Do

manera similar a Jo observado con las frecuencias de aberraciones

cromosómicas, existe variabilidad en el porcentaje de células aberrantes, tanto do

manera espontánea como inducida, pueden existir células sin aberraciones, pero

cuando los cultivos se dañan con DEB pueden Itegar a tenor hasta el 100% de

células aberrantes, to cual difiere del 60% alcanzado en los cuttivos sin

tratamiento. Además, las células aberrantes en los cultivos sin tratamiento

generalmente presentaron de I a 2 aberraciones mientras que en los cultivos

tratados con DEB do 1 hasta 10 o más aberraciones por celula; esta respuesta

tamblén refleja Ia hipersensibilidad at DEB y Ia falta de reparaciOn eficiente de las

lesiones en et DNA. Este tipo de células que contienen muchas aberraciones, es

muy probable que sean incapaces de entrar a otro ciclo celular y proliferar por to

que quiza mueran por apoptosis.

El porcentaje de células aberrantes espontáneo e inducido descrito en los

pacientes positivos a AF de este trabajo son simitares a los reportados por

Castela y colaboradores27 quienes encontraron un porcentaje promedio 15.24%

con un intervalo de 0 a 64% e inducido de 68.1% con un rango do 10 a 100%.

Célutas

espontáneas (%)

14.1 ± 11.4

_____________ 8

DE= Desviación estándar
*AC espontáneas vs inducidas, p 2.2-16

aberrantes Células aberrantes inducidas con

DEB (%)

657*± 19.5

4 - 100

Tipos de aberraciones cromosómicas

En tos 92 pacientes positivos a AF, se cuantificaron los siguientes tipos de

aberraciones: ruptu ras cromatidicas y cromosOmicas o isocromatidicas,

fragmentos céntricos y acéntricos, anillos, dicéntricos y figuras radiates.

38



En general, con DEB los pacientes presentaron todos los tipos de ACs y fueron

mayores a las que se encontraron en los cultivos sin tratamiento (Gráfica 1, tabla

5). Como se puede observar en Ia grafica 1, las aberraciones inducidas con DEB

rnâs frecuentes fueron las rupturas cromatidicas y las figuras radiales que

contrastan con las encontradas espontáneamente.

Espontãnearnente Ia aberración cromosOmica más frecuerite fue de tipo

cromatIdico y corresponde a las rupturas cromatidicas que se caracterizan por

afectar solo una cromãtida del cromosoma y se evidencia como una

discontinuidad de Ia cromátida (labia 5, Gráfica 1); sin embargo, Ia frecuencia fue

baja, en los pacientes se encontraron en promedio 4.15 rupturas con un intervalo

de 0 a 44 por individuo. Los otros tipos de aberraciones se presentaron en una

frecuencia muy baja y algunos como los dicéntricos estuvieron ausentes,

De manera inducida, también se encontraron aberraciones de tipo cromatidico,

siendo las más frecuentes tanto las rupturas cromatidicas como rearreglos

complejos conocidos como figuras de intercambio o figuras radiales. El promedio

de rupturas cromatIdicas basales por individuo fue de 4.15 y se elevO

significativamente a 41.9 con DEB (p<0.001). Las figuras radiales tamblén se

incrementaron significativamente, de 0.2 a 13.4 figuras por individuo,

principalmente se encontraron trirradios y tetrarradios, y en algunos casos

polirradios. Este tipo de aberraciones son muy caracterIsticas en AF y en algunas

ocasiones, cuando el incremento de ACs no es mayor a lOX, su presencia

contribuye a dar un diagnostico positivo (Tabla 5, Fig. 2)

Estas figuras radiales pueden ser de tipo trirradial o tetrarradial y se forman entre

croniosomas no homOlogos, por ejemplo, un tetrarradio cerrado se forman cuando

existen cuatro extremos de DNA disponibles o rotos de las cromátidas no

hermanas que se unen a través de un sistema de reparación del DNA propenso a

errores (Fig. 2E): pero si solo se unen dos extremos de las cromátidas no

hermanas, se origina una figura tetrarradial abierta con una ruptura cromatidica

(Fig. 2-F). Una figura trirradial se forma cuando existen tres rupturas mientras que

las figuras polirradiales requieren de varias rupturas para su formación 281O
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Gráfica 1. Tipos de aberraciones cromosOmicas totales espontáneas e inducidas en 92 pacientes

positivos a AF. Las células de los pacientes positivos presentaron todos los tipos de ACs cuando se

trataron con DEB a diferencia de los observados en las células sin tratamiento. Las rupturas

cromatidicas y las figuras radiales fueron el tipo de aberraciOn más frecuente. Diferencia significativa

espontáneas vs inducidas con DEB:* p<O.OOI, ** p<O.01.

Las aberraciones menos frecuentemente encontradas fueron las de tipo

cromosOmico como las rupturas cromosómicas, los fragmentos, anillos y dicéntricos

(Gráfica 1). Estos hallazgos coinciden con lo reportado por otros autores, en los que

se afirma que las aberraciones más comunes en Ia AF son las de tipo cromatidico y

que Ia presencia de figuras radiales es una caracterIstica citogenetica distintiva do

Ia AF1024.
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Las ACs de tipo cromatidico ocurren de manera post replicativa, después de Ia fase

S del ciclo celular y también pueden ser consecuencia del estrés replicativo. El

DEB es un agente S-dependiente que produce daño en el DNA y estrés replicativo y

en las células de AF induce Ia formaciOn de daño cromatIdico. En contraste a las

cétulas AF, las células normales pueden hacer frente a todo este tipo de lesiones

debido a que todos sus sistemas de reparaciOn son completamente funcionates.

Todas estas alteraciones cromosômicas se generan debido a que Ia via FA/BRCA

que se encarga de reparar las lesiones de doble hebra esta defectuosa y las

protelnas de las vIas de reparaciOn por recombinación homóloga están inactivas,

par to que es posible que las células utilicen otro sistema de reparación coma Ia via

de reparaciOn no homOloga que se Ileva a cabo en cualquier etapa del ciclo celular

o por Ia reparación de union de extremos por microhomologIa MMEJ durante Ia fase

S y G2 que unen segmentos ineficientemente y producen un aumento de Ia

frecuencia de las figuras radiates29.

8.3 Pacientes negativos a Anemia de Fanconi

Se identificaron 642 pacientes negativos para AF que corresponde at 86.5% de Ia

poblaciOn total estudiada, 43.8% fueron femeninos, 55.5% masculinos y en el

0.7% no se especificO el genero. La edad varlo desde 5 meses hasta 35 años.

El dato clInico de sospecha no se especificó en 58.4% de los pacientes, en el

19.5% de los casos se trataron de datos clinicos de malformaciOn y en 12.9% de

los casos datos hematolOgicos. Otros datos cilnicos de sospecha fueron cancer
(0.6%), hermano con AF (7.5%) y malformación más dato hematolOgico (1.1%)

(Fig. 5)
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Figura 5. Dato clinico de sospecha de pacientes negativos AF

Frecuencia de aberraciones cromosómicas

A diferencia de los pacientes positivos AF, los detectados corno negativos

mostraron una ausencia de hipersensibilidad al agente inductor do daño (DEB)

que se evdenció 01 una baja frecuencia de ACs. Como se observa en Ia tabla 6

las frecuencias promedio de ACs espontáneas fue 0.03 ± 0.05 ab/cél e inducidas

con DEB de 0.06 ± 0.07 y son similares a las observadas en los controles sanos

reportados por Medina (2022) (Tabla 6). Estas bajas frecuencias do ACs son

significativamente menores a las observadas en los pacientes positivos (p< 0.01)

(Tabla 2 y 6). Esta poblaciOn fue un poco más homogénea en Ia respuesta al

mutágeno que Ia poblacion positiva a AF ya que los intervalos de daño fluctuaron

de manera espontánea de 0 - 0.48 ablcél e inducida con DEB de 0 0.8 ab/cél y

una moda de 0 y 0.04 respectivamente. Cabe senalar que los intervalos do ACs so

ampliaron debido hubo dos casos con valores extremos de 0.48 y 0.8 ab/cél.
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La baja frecuencia de ACs demuestra claramente que las células de estos

pacientes negativos a AF no son hipersensibles al DEB probablemente debido a

que no presentan variante patogénica en algunos de los genes FANC y por

consiguiente tienen una via FA/BRCA funcional, capaz de reparar las lesiones

nducidas por el DEB.

Adicionalmente, las frecuencias de daño cromosômico inducido observadas en

estos pacientes negativos no alcanzaron el incremento de lox Ia frecuencia basal

por lo que todos los casos tuvieron una respuesta similar a Ia observadas en los

individuos sanos. Es importante mencionar que los pacientes negativos no

mostraron ningün incremento similar al observado en los positivos (4 a 97.5X), de

hecho ninguno duplicO Ia frecuencia de ACs. La mediana de aberraciones

cromosómicas espontáneas obtenida en este grupo de pacientes fue de 0.0 ab/cel

y esto coincide con lo observado por Medina23 en las células de individuos sanos.

Frecuencia AC

(ab/cél)

_______________

00.080

°Datos tomados de Medina, 202223

espontáneas
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A pesar de que las frecuencias promedio de ACs son bajas, el DEB si causO daño

a las células de los pacientes negativos en un nivel menor y no significativo, ya

que Ia frecuencia de ACs se incrementO de 0.03 a 0.06 (Tabla 6); esto indica que

las células con diagnOstico negativo no poseen hIpersensibilidad a los agentes

inductores de enlaces cruzados y su reparacion del DNA es eficiente.

De igual manera que en los pacientes positivos, las frecuencias de aberraciones

cromosOmicas en los pacientes negativos no presentaron una distribucián normal.

Por lo tanto, en lugar de Ia Prueba I se realizO prueba de Wilcoxon-Mann -Whitney

obteniendo como resultado un valor de p = 0.02, que indica que existe diferencias

estadisticamente significativas entre Ia frecuencia de AC espontáneas e inducidas.

Célutas aberrantes

Los pacientes negativos a AF, también presentaron células aberrantes tanto de

manera espontánea como inducida, pero en un nivel menor. El porcentaje

promedio de células aberrantes espontáneas encontrado en los pacientes

negativos fue de 3.1 ± 4.7 y se incrementá de manera no significativa con el

tratamiento con el DEB a 5.8 ± 5.5 (Tabla 7), esto sugiere que las células no son

inocuas al mutágeno, sin embargo Ia respuesta de inducciôn es menor a Ia

observada en los pacientes positivos y muy parecida a Ia de las células normales

(Tabla 2). Este comportamiento está de acuerdo con lo reportado por Castela y

colaboradores, quienes encontraron un promedio de 3.21% de células aberrantes

espontáneas y 5.83 inducidas27.

Células aberrantes espontáneas Células aberrantes inducidas con DEB

(%) (%)

3.1 ± 4.7 5.8 ± 5.5

0-36 0-32

0 4
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Tipos de aberraciones cromosóm,cas

En este grupo de pacientes, los tipos de ACs más frecuentes fueron las rupturas

cromatidicas y cromosámicas tanto en los cultivos sin tratamiento como en los

tratados con DEB. En general, tanto de manera espontánea como inducida, no se

encontraron figuras radiates, con Ia excepción de 2/642 pacientes que mostraron

I figura radial en las 25 células analizadas (Gráfica 2). Al respecto, Medina23 en su

cohorte de individuos sanos, de mariera espontánea reporto Ia presencia de

rupturas cromatIdicas y cromosOmicas, y de manera inducida con DEB,

aberraciones más complejas como dicéntricos, anillos o figuras radiales aunque en

un frecuencia muy baja.

La ausencia de figuras radiates en los pacientes negativos ha sido documentada

por otros autores y es corroborada en este trabajo.

Por otra parte, Ia presencia de un bajo nümero de aberraciones complejas corno

los dicéntricos o figuras radiales podria indicar que las células de individuos sanos

y los pacientes negativos a AF no fueron capaces de reparar esas lesiones en una

de las 25 células analizadas y que si se incrementa Ia concentración de DEB,

podria incrementarse Ia presencia de estas alteraciones. Por esta razôn para

hacer el diagnostico de AF se utiliza una concentración adecuada de DEB y es Ia

misma tanto para los pacientes como para los controles negativos y positivos.

Al comparar Ia frecuencia de figuras radiales de los pacientes positivos y

negativos, Ia diferencia fue estadIsticamente significativa (p< 0.05).
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Gráfica 2. Tpos de aberraciones cromosOmicas totales espontâneas e inducidas en 642 pacientes

negativos a AF, Los tipos de ACs cuando se trataron con DEB fueron similares a los observados en

las células sin tratamiento. Las rupturas cromatIdicas fueron las rnás frecuentes. Es evidente Ia

ausencia de figuras radiales.

8.4 Pacientes posibles mosaico AF

Un pequeño grupo de 8 (1.1%) pacientes mostrO un comportamiento celular

distinto al observado en los pacientes positivos y negafivos, las frecuencias de

ACs inducidas con DEB tuvieron valores mayores a los observados en los

individuos sanos y menores a los de los pacientes positivos. Esto sugirió que los

pacientes tenlan una poblaciOn de células sensibles al DEB y otra resistente, por

lo que se consideraron como posibles mosaico AF. No obstante, en el tiempo en el

que se realizaron los estudios citogenéticos, estos pacientes se consideraron

como positivos a Ia AF. Actualmente, en nuestro laboratorio, cuando se presentan

este tipo de hallazgos, se confirma Ia sensibilidad al DEB en otro tejido como los

fibroblastos de piel o de ser posible se debe determnar Ia variante patogénica por

medio de estrategias moleculares.
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Esta población estuvo formada por 50% (n4) de indivduos femeninos y 50%

(n=4) masculinos. El rango de edad de entre 1 año hasta 11 años. El data clinico

de sospecha no se especificó en 75% de los pacientes, en el 25% de los casos se

trató de datos hematologicos (Fig.6).

e mosaico para ii-
Hernatolóçjico

M No especfflcdo

Figura 6. Data clinico de sospecha en tos pacientes con resutado de mosaico para AF.

Frecuencia de aberraciones cromosómicas

La frecuencia promedio de ACs espontáneas fue de 0.13 ± 0.08 ablcél e inducida

de 0.54 ± 0.09 ab/cél, con intervalos de 0.0 a 0.24 ab/cél y 0.36 a 0.64 ab/cél

respectivarnente. Estas frecuencias de daño indican que basalmente presentan un

mayor nümero de aberraciones con respecto a los individuos sanos y similares a

las de los pacientes positivos, mientras que las ACs inducidas son
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significativamente mayores que las de los individuos sanos y menores que las de

los pacientes positivos (Tabla 8). Los valores modales espontáneos e inducidos

fueron 0.08 ab/cél y 0.52 ab/cél, respectivamente.

El incremento de ACs inducidas con respecto a las esponténeas fue menor a I OX,

variO de 2.2 a 6X, por to que Ia respuesta es diferente a Ia observada en los

pacientes positivos (Tabla 9). Estos pacientes se consideraron posible mosaico AF

porque además de presentar valores de ACs mayores que los de los individuos

sanos, presentaron figuras radiales (Gráfica 3), que es Ia alteraciOn citogenética

caracterIstica de Ia AF; asi mismo, presentaron un mayor porcentaje de células

con aberraciones que los controles negativos.

Al comparar Ia distribución de los diferentes tipos de ACs de los posible mosaico

AF con los individuos positivos de esta cohorte, es muy clara Ia similitud en cuanto

al tipo de ACs más frecuentes (rupturas cromatidicas y figuras radiates)

espontáneas e inducidas con DEB, aunque los nUmeros totales en los positivos

son muy superiores (Gráfica 1 y 3 (escala distinta). Esta respuesta sugiere que los

pacientes mosaico deben presentar algunas células con variante patogénica y

otras revertantes.

El mosaicismo celular, se caracteriza por presentar una poblaciOn celular sensible

al DEB y otra resistente en un mismo individuo. Las célutas de Ia población

resistente revierten Ia variante patogenica de alguno de los genes FANG por

conversiOn génica, entrecruzamiento intragénico o por mutaciOn en un segundo

sitlo en las células progenitoras hematopoyéticas y son capaces de reparar el

daño espontneo e Inducido, como las células norma1es12 Por to anterior, en los

mosaicos AF Ia frecuencia de aberraciones cromosómicas inducidas con DEB o

MMC son inferiores a las encontradas en los pacientes AF no-mosaicos, razOn por

Ia cual es sumamente relevante identificar los mosaicos cuando el cuadro clinico

es muy sugestivo de AF10.

La presencia de mosaicismo celular somático en AF se ha descrito desde 1992, se

presenta en 10-25% de los pacientes con AF y se ha asociado con estabilidad

hematolOgica. Se han reportado casos con mosaicismo AF que presentan una
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densidad cetutar sanguinea estabte o normalizada y algunos pacientes han

sobrevivido hasta Ia edad adulta sin falta medular ni malignidad hematológica1230.

Sin embargo, es importante recordar que los tejidos no-hematopoyéticos

generalmente siguen teniendo las mutaciones originates en los genes FANC, por

to que Ia corroboraciôn de que es un paciente con mosaicismo de AF se hace en

otro tejido, como fibroblastos de piel. Al respecto, el 50% de nuestros pacientes

posible mosaico no presentaron deficiencia hematotógica.

Frecuencia AC espontáneas Frecuencia AC inducidas
II-h-.Al\

0.54* ± 0.09
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Código cle Frecuencia de ACs
paciente espontáneas
10-10 0.12

370-18 0.16

671-13 0.12

191-14 0.08

340-03 0.0

433-04 0.08

Frecuencia de ACs incremento de ACs
inducidas

0.60 5

0.64 4

0.56 4.6

0.36 4.5

0.64 -

0.48 6

99-13 0.24 0.52 2.2

186-18 0.24 0.52 2.2

Porcentaje de células aberrantes

El promedio del porcentaje de células aberrantes espontáneo fue de 11.07 ± 6.2 e

inducida de 37.8 ± 7.19 con intervalos de 0 a 20 y 16 a 40 respectivamente (labia

10). Estos porcentajes indican que más del 60% de las células tratadas con DEB

no tienen aberraciones crornosOmicas y es compatible con Ia existencia de

mosaicismo celular.

Por otra parte, estos porcentajes de células aberrantes espontáneos e inducidos

difieren mucho de los encontrados en Ia población positiva y negativa de esta

cohorte de estudio; al igual que con las aberraciones cromosOmicas, los mosaicos

tienen porcentajes intermedios entre los positivos y negativos (Tablas 4,7,10).

Estos resuitados concuerdan con lo reportado en Ia literatura que refieren que los

pacientes mosaico tienen un porcentaje de células aberrantes de menos del 50%.

Tipos de aberraciones cromosómicas

Como se puede observar en Ia gráfica 3, los pacientes posibles mosaico tanto de

forma espontánea como inducida presentaron todos los diferentes tipos de ACs,

pero en un nUmero diferente; los nümeros totales de ACs en los 8 pacientes

mosaico se incrementaron significativamente cuando las células se danaran con
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DEB, siendo mayoritarias las rupturas cromatidicas y las figuras radiales

caracterIsticas del fenotipo celular AF.

Células aberrantes Células aberrantes ir

espontáneas (%) con DEB (%)

11.07±6.2 37.8±7.19

0-20 16-40

8 28

Tipos de aberraciones en pacientes posible mosaico AF
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Gráfica 3. Tipos de aberraciones cromosómicas totaes espontáneas e inducidas en 8 pacientes

posible mosaico AF. Espontáneamente los pacientes presentaron un reducido nümero de ACs de

todos los tpos. EL DEB incrementó el nUmero de rupturas cromatIdicas y de figuras radiales,

8.5 Pacientes positivos, negativos y mosaicos AF

Los resultados del presente trabajo permitieron conocer los intervalos de ACs

espontáneas e inducidas, el porcentaje de células aberrantes y el tipo de ACs en
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pacientes positivos, negativos y posibles mosaico AF. La respuesta de estas tres

poblaciones at DEB fue clara y muy distinta (labia 11), de tal manera que se

obtuvieron los intervalos de daño para cada poblaciOn y se iogro documentar que

no siempre existe un incremento de lOX Ia frecuencia de ACs inducdas y que

puede variar desde 4 hasta 97.5X (Anexo 1).

Se demostró Ia existencia de un alto grado de heterogeneidad celular en los

pacientes positivos en relaciOn a Ia presencia de ACs espontáneas e inducidas por

DEB, pero es muy claro que a diferencia del fenotipo clInico y molecular, el

fenotipo celular es notoriamente uniforme y constante. Las células AF son

uniformemente sensibles a los agentes inductores de enlaces cruzados en Ia

cadena de DNA como el DEB o Ia MMC. Esta sensibilidad depende de Ia dosis y

se manifiesta como una menor supervivencia, elevadas tasas de aberraciones

cromosómicas y detenciOn det ciclo celular.

Los tres grupos de estudio mostraron diferencias significativas en comparaciOn

con las frecuencias de dano espontáneas e inducidas en Ia población sana

(p<0.05). Al realizar comparaciones estadIsticas entre los grupos de estudio, se

encontrô que las frecuencias de ACs espontáneas e inducidas de los pacientes

positivos fueron significativamente mayores que las observadas en Ia poblaciOn

negativa y en Ia me mosaico a AF p<O.05. CaracterIsticamente, a diferencia de los

pacientes negativos, Ia población postiva y Ia de mosaico AF mostraron una

elevada frecuencia de rupturas cromatIdicas y figuras radiates.

Los resultados de este trabajo indican que para considerar que un paciente es

positivo a AF, se debe considerar: a) una elevada frecuencia de ACs inducidas

significativamente diferente a su basal y a las del control negativo, lo cual

demuestra Ia hipersensibilidad al DEB, b) una elevada frecuencia de dano de tipo

cromatidico, principalmente rupturas cromatidicas y figuras radiales, C) el

incremento de ACs, variO desde 4 hasta 97.5X, d) un incremento significativo de

células aberrantes en los cuitivos tratados con DEB.
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8.6 Descripción clinica de los pacientes con resultado positivo para Anemia
de Fanconi.

En cuanto a las manifestaciones clinicas documentadas en este estudio existe una

gran falta de informacOn. También se eUminaron algunos pacientes debido a que

aunque tenlan cuadro clinico, no se encontraron las hojas de lectura de las

aberraciones cromosOmicas en el archivo. Finalmente se obtuvieron datos de 16

pacientes de los cuales solo se reportaron datos de talla baja, pigmentacion de Ia

piel, malformaciones del riñOn, alteraciones del eje radial y datos hematolOgicos.

Por esta razOn no hay una adecuada descripciOn de los pacientes ni se pudo

53

DE Desviacián estándar
*AC inducidas positivos vs negativos vs mosaico, p 2.26
** AC inducidas negativos vs mosaico, p<O.05



establecer una correlaciôn genotipo-fenotipo, no obstante, a continuaciOn, se

describen las caracteristicas clinicas de este pequeno grupo.

De los 16 pacientes, el 56.25% (n=9) fueron femeninos y 43.75% (n=7)

mascuHnos (Fig.7). Con un rango de edad desde los 2 años hasta los 18 años. Se

reportO consanguinidad el 18.8% de los casos (Fig.8) y endogamia en el 56.3% de

los casos (Fig.9).

Wramenno

Figura 7. ProporcOn del sexo de los pacientes con AF y en los que se describieron sus
caracteristicas clinicas.

No
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Figura 8. Porcentaje de consanguinidad.
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Endogama
No

Figura 9. Porcentaje de endogarnia

Se refiere que el fenotipo clásico de AF incluye los criterios principales de

pancitopenia, hiperpgmentaciOn, malformaciones esqueléticas, talla baja y

anormalidades urogenitales.6 En Ia tabla 12 se describen las caracterIsticas

clinicas y el porcentaje de los 16 pacientes estudiados en donde se observan las

anornallas clinicas más frecuentes como: las alteraciones dermatolOgicas (93.8%),

las manifestaciones hematologicas (87.5%), presencia de alteraciones del eje

radial (68.7%), talla baja (56.2%) y anormalidades faciales (50%); esto quiere decir

que Ia mayoria de nuestros pacientes cumplen con alguno de estos criterios

principales.

Las malformaciones congénitas clásicas en AF se encuentran dentro los

acrônimos VACTERL-H (Vertebral, Anal, Cardiaco, Fistula Traqueoesofagica,

Atresia esofágica, Renal, Extremidades superiores e Hidrocefalia) y PHENOS

(PigmentaciOn de Ia piel, microcefalia, ojos pequenos, sistema Nervioso, Otologla

y Talla baja). Los pacientes AF positivos con caracteristicas cimnicas reportadas en

este trabajo presentaron algunas de las manifestaciones fenotipicas rnás

frecuentes en estos acrOnimos como las alteraciones del eje radial, Ia talla baja y

las alteraciones dermatolOgicas.

Si bien las caracteristicas faciales de los pacientes AF no son descritas

ampliamente en Ia literatura, se refiere que presentan cara triangular, rnentOn
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pequeno y ojos pequen Os31. Incluso otros autores refieren que las fades tIpicas en

los individuos con AF alcanzan hasta el 66%15, sin embargo, no se describen

estas caracteristicas facales. En nuestro grupo de pacientes se refiere que el

50% presentaron un fenotipo facial particular o dismorfias faciales.

En cuanto al sistema nervioso central (SNC), solamente se mencionO como

alteraciOn Ia microcefalia en eI 18.3% de los pacientes gracias a Ia medición del

perimetro cefAlico. Este porcentaje es menor al reportado en Ia literatura, al

respecto, en una cohorte de 561 pacientes, se reportó Ia presencia de microcefalia

en el 27% de individuos con AF1. Es probable que un mayor nUmero de pacientes

cursaran con microcefalia, sin embargo, Ia mayor parte de nuestra población de

estudio no tenian medición del perimetro cefálico, cabe destacar que todos los

pacientes en las que si se obtuvo Ia medición tuvieron microcefalia. Otras

alteraciones del SNC no se reportaron en esta cohorte de pacientes; importante

señalar que el 25% de los casos no hubo evidencia de estudios por tomografia

axial computarizada (TAC) ni resonancia magnetica(RMN) cerebral o

electroencefalograma (EEG).

La talla baja se presentá en el 56.25% de los casos. Esto coincide con lo que se

ha reportado en literatura ya que es una de las caracteristicas individuales más

frecuentes, hasta en eI 43% de los caso& Se ha asociada a Ia talla baja con

deficiencias hormonales, las cuales en este grupo de estudio no se evaluaron.

Las alteraciones oftalmologicas se presentaron en un 25% de los pacientes,

dentro de las que destacaron las fisuras palpebrales cortas y oblicuas hacia

arriba, epicanto, estrabismo y ametropia. A diferencia de lo reportado en Ia

literatura, este pequeño grupo no presentó microftalmia, que de acuerdo con otros

autores es Ia anomalla ocular más frecuente6

Las alteraciones de los pabellones auriculares se encontraron en el 12.5% de los

pacientes, dentro de las que destacaron las fisuras palpebrales cortas, oblicuas

hacia arriba, epicanto, estrabismo y ametropia. En contraste, en Ia literatura se

reporta Ia presencia de hipoacusia o pérdida auditiva como una de las

manifestaciones principales, pero no se reportó en nuestra poblaciOn.
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Las manifestaciones cardiacas se presentaron en et 12.5% de los pacientes. En Ia

tesis de Ia Dra. Gilda Garza32 se presentan las malformaciones cardiacas hasta en

un 20.6% de los pacientes con AF, sin embargo, en Ia literatura se presenta como

manifestaciones más frecuentes, reportadas hasta en el 55% de los casos de

AF31. Las malformaciones cardiacas que presentaron los pacientes estudiados

fueron PCA y card iopatIa compleja con CIA,CIV y PCA, estas ya se han reportado

en Ia literatura como parte de las malformaciones en pacientes con AF8.

Las malformaciones gastrointestinales se presentaron en el 12.5% de los casos.

En Ia literatura las malformaciones gastrointestinales se han reportado con una

frecuencia de <20%1, y coincide con Ia frecuencia en nuestro grupo de estudio.

Pueden ser parte del acrónimo VACTERL-H, como Ia malformaciOn anorrectal y Ia

fistula traqueoesofágica, sin embargo, en nuestro grupo de pacientes solo se

refiere a un paciente con malformación anorrectal.

En cuanto a las malformaciones renales se reportaron en el 18.75% de los casos,

dentro de Ia que se encontraron hipoplasia renal, ectopia renal, agenesia renal y

quiste renal, malformaciones que coinciden con to reportado en Ia literatura. 6,8

En cuanto a las malformaciones renales se reportaron en el 18.75% de los casos,

dentro de Ia que se encontraron hipoplasia renal, ectopia renal, agenesia renal y

quiste renal, malformaciones que coinciden con to reportado en Ia literatura. 6,8

Las malformaciones renales son de los datos clásicos de AF, en Ia literatura se

reporta un porcentaje del 27% en los que se encuentran presentes estas

malformaciones.

En Ia Iiteratura se describe que los pacientes varones presentan malformaciones

genitales hasta en el 16%1. En este pequeno grupo de estudio, un solo paciente

(6.25%) presentó testIculos pequeños.
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18.3%
Microcefalia

Por cJebajo de centilas poblacionales para Ia
56.2%

edad.

Fisuras palpebrales cortas, fisuras palpebrales

25% oblicuas hacia arriba, epicanto, estrabismo y

ametropla.

Helix plegado, IóbuIo hipoplásico,

12.5% implantación limItrofe y rotación posterior

12.5%

12.5%

PCA, cardiopatIa compleja con CIA, CIV y PCA.

Hepatomegalia, malformación anorrectal

Hipoplasia renal, ectopia renal, agenesia renal
18.75%

y quiste renal

TestIculos pequeños
6.25%

Hipoplasia tenar, pulgar desarticulado, pulgar

68.7% digitalizado, hipoplasia de pulgar, polidactilia

postaxial, agenesia radial y agenesia de pulgar

Cierre tardIo de fontanelas, displasia de

25% cadera, escoliosis presencia de 13 arcos

costales y hemivértebras.

Manchas café con leche y alteraciones en Ia
93.8%

pigmentación de Ia piel.

Anemia aplásica, trombocitopenia.
87.5%
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En las mujeres las malformaciones en genitales se reportan con menos

frecuencia, esto debido a las exploraciones invasivas que deben realizarse para

determinarlas; las malformacones que se menconan en las pacientes femeninas

son ütero bicorne, hipoplasia vaginal o de ütero, atres!a de Ia vagina, ausencia de

ovarios u ovarios hipoplásicos. Además, hasta el 50% presentan infertilidad6

Las alteraciones radiales se presentaron en un 68.7% de nuestros pacientes, este

porcentaje es más elevado que lo reportado en Ia literatura, con una frecuencia de

40%. Segün lo reportado en Ia tesis de Ia Dra. Gilda Garza32, ya que los

pacientes de este estudio forman parte de su grupo de pacientes, en ellos se tomó

en cuenta Ia hipoplasia tenar e hipotenar, sin embargo, otros estudios no

describen estas alteraciones como parte del espectro de alteraciones radiales. En

literatura más reciente ya se han mencionado Ia hipoplasia tenar e hipotenar

dentro de las alteraciones radiales siendo estas las más frecuentes8; lo cual

coincide con este estudio ya que estas malformaciones se encontraron con una

frecuencia 44.1%. Otras alteraciones esqueleticas como, cierre tardlo de

fontanales, displasia de cadera, escoliosis presencia de 13 arcos costales y

hemivértebras se presentaron en el 25% de los casos; todas estas ya se han

reportado en Ia literatura excepto por el cierre tardlo de fontanelas.

Otras de las manifestaciones clásicas y más frecuentes de los pacientes con AF

son las alteraciones dermatolôgicas, en las que se incluye Ia hiper 0

hipopigmentaciôn de Ia piel, además de manchas café con leche. También son

parte del acrônimo PHENOS. Estas manifestaciones se han reportado desde 37%

hasta 80% en diferentes cohortes de pacientes131. En nuestro estudio se

reportaron con una frecuencia del 93.8%, en dOnde las manchas café con leche

predominaron con un porcentaje del 69.3%. Por esta razón una adecuada

exploracián fisica completa, de esta manera no se deja pasar por alto alguna

manifestación de Ia piel.

Las manifestaciones hematolOgicas se presentaron en el 87.5% de los pacientes,

esto coincide con Ia descripciOn de este mismo estudio en el que los datos
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hematologicos son el dato cimnico de sospecha más frecuente en los pacientes

positivos, además en Ia literatura se reportan con un porcentaje de 96%. La falla

medular es el dato cRnico de sospecha más frecuente. Otros datos hematolôgicos

presentes en los pacientes fueron trombocitopenia y anemia, además de

antecedentes familiares con pancitopenia.

Los pacientes con AF tienen un riesgo leucemia mielode aguda(LMA) de (varios

cientos de veces con respecto a población sana34, se reporta con una frecuencia

de 84%. En nuestro estudio solo uno de los pacientes presentô leucemia mielode

mielomonocitica M4 variedad eosinofIlica; no se describe en Ia literatura Si este

tipo de leucemia es especifica de AF, pero si se reporta que en general Ia LMA es

más comUn que leucemia linfoblástica aguda y que los linfomas36

81 Correlación genoti po-fenotipo

El establecimiento de una correlaciOn genotipo-fenotipo mediante las frecuencias

de aberraciones cromosómicas espontáneas e inducidas con DEB en los

pacientes positivos a AF no fue posible realizarla, debido a que como se mencionô

anteriormente, los archivos del laboratorio no tenian suficiente información de las

caracteristicas clinicas que tenlan los pacientes al momento del diagnOstico.

Con Ia finalidad de obtener un poco informaciOn sobre el genotipo-fenotipo, Se

analizô Ia posible correlación de las aberraciones cromosOmicas con el gen FANC

afectado. Para esto, en nuestro laboratorio, actualmente se están recontactando y

genotipificando a los pacientes que se diagnosticaron como positivos y los

posibles mosaico en los Ultimos 10 años. Hasta el momento se han genotipificado

20 pacientes de los 92 estudiados en este trabajo, 20 fueron diagnosticados come

positivos con el ensayo citogenético de fragilidad cromosómica y solo uno como

mosaico AF (ComunicaciOn personal, PublicaciOn en redacciôn).

De los pacientes positivos a AF, el 70% de los pacientes presentaron una variante

patogenica en el gen FANCA, el 10% en FANCB, el 10% en FANCC, el 5% en

FANCE y el 5% en FANCG (Tabla 11); el paciente posible mosaico tiene una



variante patogenica en el gen FANCA. En general, no existe una correlaciôn entre

Ia frecuencia de aberraciones cromosOmicas y el gen afectado (Tabla 13), con

excepción de FANCB, el resto de los pacientes presentaron un nivel de daño

cromosámico que va del 0.68 al 2.04 sin importar el gen afectado. Un evento que

llama Ia atenciOn es que los dos pacientes con variante patogenica en FANCB

tuvieron una mayor cantidad de daño cromosOmico y un mayor porcentaje de

células aberrantes de manera espontánea e inducida con DEB que el resto de los

pacientes pertenecientes a los otros grupos de complementacion; además son los

pacientes que presentaron un mayor nUmero de figuras radiales. Sin embargo, son

solo dos pacientes y no existen reportes en Ia literatura a! respecto, por lo que

desconocemos si esto tenga correlación con el gen afectado.

De los 21 pacientes genotipificados, sOlo 6 tuvieron descripciôn escueta del

fenotipo clInico y el gen FANCA mutado. De las caracteristicas clinicas reportadas,

destacan que los 6 pacientes presentaron alteraciones hematológicas y

dermatológicas; el 50% presentaron alteraciones del eje radial. Sin embargo

debido a que los pacientes no tenian un cuadro clinico completo, no se pudieron

establecer correlaciones con el daño cromosOmico.

En relaciOn a Ia correlaciOn genotipo- fenotipo de las malformaciones congénitas

con los genes FANC , en Ia literatura se ha reportado que los pacientes con

variantes patogénica en FANCB y FANCI presentan con mayor frecuencia el

fenotipo VACTERL-H y en los pacientes con FANCD2 se presentan con mayor

frecuencia el fenotipo PHENOS1. El fenotipo del gen FANCC es uno de los genes

donde se reporta que los pacientes no presentan fenotipo asociado a PHENOS,

sin embargo, en una familia menonita mexicana se reportO una variante fundadora

en FANCC y se describe que eI paciente presenta clinicamente fisuras palpebrales

oblicuas hacia arriba y epicanto izquierdo, además de hiperpigmentación de Ia pie!

y 2 manchas café con leche en el torso, sin alteraciones radiales; por Jo que

variantes en FANCC si pueden presentar manifestaciones de PHENOS37. Otro

estudlo reaHzado en pacientes provenientes de una comunidad indIgena con

variante patogénica en FANCG, presentan manifestaciones cilnicas que
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comparten entre ellos las cuales son Ia talla baja, microcefalia, alteraciones del eje

radial, pigmentaciOn en Ia piel o manchas café con leche y caracteristica facial:

fisuras palpebrales oblicuas hacia arriba38. Esto nos sigue demostrando esta

heterogeneidad en las manifestaciones clinicas.

En este trabajo fue muy clara Ia necesidad de realizar una correcta y completa

descripciOn clInica de los pacientes con sospecha de AF que en futuros trabajos

permita establecer Ia correlación genotipo4enotipo. Además, para detectar

correctamente las malformaciones congenitas es sumamente importante que los

pacientes sean revisados por genetistas y para Ia identificación de las

anormalidades hematologicas por hematOlogos.

Actualmente, en nuestro laboratorio se ha establecido un Registro Nacional de

pacientes con AF (RAFMex) que incluye un cuestionarlo ampliado para Ia

identificaciOn de todas las caracteristicas clinicas de los pacientes; además, en los

casos positivos, se recontactan a los pacientes para ser revisados clinicamente de

forma multidisciplinaria. En un futuro próximo, esto junto con Ia genotipificación y

las aberraciones cromosOmicas permitirâ establecer Ia correlación genotipo-

fenotipo tanto a nivel celular como molecular.
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aberrantes variante

I patogénica
Espontáneas Inducidas Incremento Espontáneas Inducidas

cfeACs

83-i4 0.20 1.56 7.8 12 52 FANCA
82-14 0.04 1.32 33 4 56 FANCA

242-15 0.16 1.20 7.5 12 56 FANCA

276-14 0.08 1.76 22 8 80 FANCA

277-14 0.12 1.56 13 12 64 FANA

49-10 0.16 2.04 _j
-

12.75 0 76 FANCA

355-15 0.2 1.92 9.6 16 76 FANCA

0.00 0.72 I
-

- 0 40 FANA108-16

269-16 0.08 1.48 18.5 8 60 FANCA

262-16 [ 0.08 2.32 29 8 76 FANCA

283-19 0.00 0.80 - 8 64 FANCA

377-19 0.04 0.68 17 4 44 FANCA

444-19 0.08 0.92 11.5 8 44 FANCA

370-20 0.04 1.52 38 4 64 FANCA

139-14 0.32 3.40 10.6 28 88 FANCB

140-14 0.4 4.84 12.1 40 96 FANCB

410-16 0 2.04 - 0 80 FANCC

403-16 0.08 1.48 18.5 8 64 FANCC

667-18 0.28 1.44 5.1 16 80 FANCE

650-13 0.28 1.92 6.8 20 48 FANCG
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9. CONCLUSIONES

- La prueba de fragilidad cromosómica con inducciôn de daño cromosómico

por agentes inductores de enlaces cruzados, como el DEB, es el estándar

de oro para el diagnOstico de anemia de Fanconi.
- Se determinaron los rangos de dano cromosómico basal e inducido de los

pacientes positivo, negativos y posibles mosaico AF. Los 3 son
significativamente diferentes entre ellos. Los pacientes negativos tienen una

respuesta al DEB similar a Ia observada en los individuos sanos.
- Los pacientes positivos AF presentaron un promedio de ACs espontáneas e

inducidas 0.22 ± 0.25 y 2.5 ± 2.04 con rangos de 0 - 0.96 y 0.64 -13.16

respectivamente.

- Los pacientes negativos AF presentaron un promedio de ACs espontáneas

e inducidas 0.03 ± 0.05 y 0.06 ± 0.07 con rangos de 0 - 0.48 y 0 - 0.8

respectivamente.

- Los pacientes posible mosaico AF presentaron un promedio de ACs

espontáneas e inducidas 0.13 ± 0.08 y 0.54 ± 0.09 con rangos de 0.0 - 0.24 y

0.36 - 0.64 respectivamente.

- Los tipos de aberraciones cromosômicas inducidas más frecuentes en los

pacientes positivo y probable mosaico AF fueron las rupturas cromatidicas y

las figuras radiales.
- Existe una gran variabilidad en Ia frecuencia de ACs espontáneas e

inducidas en los pacientes positivos y los posibles mosaico AF, existieron

algunos pacientes que mostraron frecuencia elevadas que ampliaron de

manera importante los intervalos de daño.
- Los resultados de este trabajo indican que pars considerar que un paciente

es positivo a AF, se debe considerar: a) una elevada frecuencia de ACs

inducidas significativamente diferente a su basal y a las del control

negativo, lo cual demuestra Ia hipersensibilidad a! DEB, b) una elevada

frecuencia de daño de tipo cromatidico, principalmente rupturas

cromatidicas y figuras radiales, c) el incremento de ACs, varió desde 4
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hasta 97.5X, d) un incremento significativo de células aberrantes en los

cultivos tratados con DEB,

- No se pudo establecer una correlación genotipo- fenotipo debido a Ia

escasez de nformación cilnica de los pacientes. Es muy importante hacer

una buena y completa descripciôn.
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Frecuenda de ACs

Espontáneas nducidas

0.08

0.12

0,84

0.20

0.04

0.28

0.16

0.12

0.16

0.08

0.12

0.16

0.2

0.28

0.00

0.08

0.08

0.16

0.00

0.08

0.00

0,04

0.20

0.08

0.20

0.04

0.40

0.08

0.16

0.36

1.24

2.44

3.80
1.56

1.32

1.92

1.64

1.60

1.20

1.76

1.56

2.04

1.92

2.16

0.72

1.48

2.32

1.36

2.36

2.57

0.80

1.04

1.44

2.68

3.88

2.20

260

7.80

4.64

4.56

Incremento
de ACs
15.5

20.3

4,5

7.8

33

6.8

10.2

13.3

7.5

22

13

12.75

9.6

7.7

18,5

29

8.5

32.1

26

7.2

33.5

19.4

55

6.5

97,5

29

12.6

a berra ntes

Espontáneas Inducidas

8.00%

8.00%

60.00%

12.00%

4.00%

20.00%

12.00%
12.00%

12.00%

8.00%

12.00%

0.00%

16.00%

24.00%

0.00%

8.00%

8.00%

16.00%

0.00%

8.00%

8.00%

4.00%

16.00%

8.00%

20.00%

4.00%

20.00%

8.00%

16.00%

24.00%

32.00%

56.00%

72.00%

52.00%

56.00%

48.00%

88.00%

44.00%

56.00%

80.00%

64.00%

76.00%

76.00%

80.00%

40.00%

60.00%

7600%

56.00%

76.00%

76.00%

64.00%

52.00%

72.00%
84,00%

88.00%

40.00%

64.00%

100.00%

100.00%

76,00%

71



0.20 3.60 18 16.00% 84.00%

0.64 672 10.5 40.00% 96.00%

0.20 440 22 20.00% 88.00%

0.08 3.44 43 48.00% 88.00%

0.96 13.16 13.7 44.00% 100.00%

0.12 1.72 14.3 12.00% 72.00%

:0,24 3.72 15.5 20.00% 88.00%

0.32 3.40 10.6 28.00% 88.00%

0.4 4.84 12.1 40.00% 96.00%

0.32 2.84 8.8 24.00% 52.00%

0,22 2.44 11.9 12.00% 64.00%

0.24 1.39 5.7 20.00% 48.00%

0.32 3.44 10.7 24.00% 80.00%

0.24 1.84 7.6 20.00% 36.00%

1.16 9.6 12.00% 44.00%

0.04 3.12 78 4.00% 60.00%

0.16 2.20 13.7 12.00% 80.00%

0.28 1.12 4 24.00% 56.00%

0.68 12.38 18.2 40.00% 52.00%

0 2.08 - 0.00% 68.00%

0.32 2.96 9.2 4.00% 80.00%

0.08 1.44 18 8.00% 56.00%

0.12 0.64 5.3 12.00% 32.00%

0.24 5.08 21.1 20.00% 100.00%

0.12 1.44 12 12.00% 48.00%

0.12 1.60 13.3 12.00% 72.00%

0.04 1.56 39 4.00% 44.00%

0.04 1.36 34 4.00% 60.00%

0.04 2.88 72 8.00% 88.00%

0 2.04 - 0.00% 80.00%

0.2 1.64 8.2 20.00% 64.00%

0.24 2.84 11.8 16.00% 92.00%

0.12 4.91 40.9 12.00% 76.00%

0.08 0.84 10.5 8.00% 36.00%

1.04 5.2 16.00% 52.00%

0.28 1.44 5.1 16.00% 80.00%

0.04 0.80 20 4.00% 44.00%

0.04 0.68 17 4.00% 44.00%

0,24 3.12 13 16.00% 80.00%
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0.12 2.20 18.3 12.00% 72.00%

0.08 0,92 11.5 8.00% 44,00%

0.12 0.84 7 8.00% 48.00%

008 4.28 53.5 8.00% 76.00%

0.04 1.52 38 4.00% 64.00%

0 0.82 - 0.00% 52.00%

0.44 7.72 17.5 24.00% 92.00%

0.6 2.72 4.5 36.00% 64.00%

0.08 1.48 18.5 8.00% 64.00%

0.16 2.60 16.2 12.00% 76.00%

0.2 0.68 3.4 2.00% 44.00%

0.16 5.96 37.2 16.00% 100.00%

0.08 0.82 10.2 8.00% 52.00%

0.00 1.28 - 0.00% 52.00%

0.12 2.64 22 12.00% 76.00%

0.33 3.17 9.6 20.00% 56.00%

0.32 2.84 8.8 24.00% 56.00%

0.16 4.32 27 16.00% 100.00%

0.28 4.125 14.7 32.00% 48.00%

0.00 2.88 - 0.00% 48.00%

0.08 0.92 11.5 8.00% 52.00%

0.04 1.88 47 4.00% 4.00%

0.08 1.38 17.2 8.00% 40.00%
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