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DEB: diepoxibutano
DNMT3: ADN metiltransferasa 3
EME1: Estructura meidtica esencial 1

ERCC1: Complemento cruzado de
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SNV: variables de un solo nucledtido
(single nucleotide variant)

SSC: solucion saline-sodium citrate

TAZ: Coactivador transcripcional con
motivo de unién a PDZ

TET2: Metilcitosina dioxigenasa 2 TET

TGF-  B:  Factor de
transformante tipo beta

crecimiento

TIMP2: Inhibidor  tisular de Ia
metaloproteinasa 2

STL: Sintesis translesion

VACTERL-H: Vertebral, Anal, Tracheo-
esophageal fistula, Esophageal atresia,
Renal, upper limb y Hydrocephalus

VEFG: Factor de crecimiento endotelial
vascular

VP: variantes patogénica



Resumen

La anemia de Fanconi (AF) es una enfermedad genética con una clinica y genética
heterogénea. Clinicamente, se caracteriza por presentar falla de la médula ésea (MO),
anormalidades congénitas y predisposicion a cancer hematoldgico, como Sindrome
mielodisplasico (SMD) y Leucemia mieloide aguda (LMA) y tumores sélidos como cancer de
cabeza vy cuello. La AF se debe a variantes patogénicas en alguno de los 22 genes que forman
parte de la via FA/BRCA y cuya funcion es la de reparar enlaces covalentes cruzados en el
ADN, de una manera libre de error. Los pacientes AF, en los cuales esta via no funciona,
utilizan vias propensas a error que conducen a un fenotipo de inestabilidad cromosémica
cldsico, incremento en la inflamacién, disfuncion mitocondrial y epigenética alterada. Debido
a esta deficiencia en la reparacion, los pacientes AF desarrollan padecimientos que en la
poblacion general se presentan en edades avanzadas como son tumores hematoldgicos,
tumores solidos vy la propia falla medular, por lo que algunos autores han propuesto que los
pacientes AF presentan un envejecimiento prematuro.

El envejecimiento se define como el declive funcional dependiente del tiempo, que conduce
al desarrollo de patologias cronicas como cancer, diabetes, alteraciones cardiovasculares,
etc., que aumentan la vulnerabilidad del individuo y lo conducen a la muerte. En los Ultimos
afios se han descrito 12 caracteristicas del envejecimiento que han permitido delimitar y
comprender mejor los mecanismos moleculares del mismo. De estas caracteristicas, la
inestabilidad gendmica es una de las caracteristicas celulares de los pacientes AF. La
identificacion de dafio gendmico se puede realizar por métodos citogenéticos como el
analisis de bandas G y M-FISH que detectan dafio cromosdmico numérico y estructural en el
momento actual, y métodos gendmicos como la secuenciacion y las firmas mutacionales que
permiten evidenciar dafio genémico a nivel de cambios de secuencia de diversos origenes,
acumulado a través del tiempo. El objetivo de este trabajo fue determinar si en los pacientes
con anemia de Fanconi existe dafio gendmico expresado como alteraciones cromosémicas y
firmas mutacionales vy si el tipo y cantidad de dafio gendmico correlaciona con la edad de los
pacientes.

En este proyecto de tesis, se revisaron los cromosomas de médula ésea con bandas GTG en
15 pacientes con AF, los cromosomas de sangre periférica por M-FISH en 5 pacientes con AF
y las firmas mutacionales de 10 pacientes con AF, con rangos de edad entre 5,5 afios y 22
afos, con una mediana de 9. Se encontrd dafio cromosdmico en todos los pacientes, 4/15
pacientes mostraron aberraciones clonales, de los cuales 3/15 progresaron a LMA/SMD. Con
respecto a las firmas mutacionales, se localizaron las firmas ID83, DBS78A y SBS96A/SBS96B,
estas tres de novo son Unicas que pueden ser posibles firmas de pacientes con AF. ID83 y
DBS78A estan compuestas por las firmas ID10y DBS11 que en la literatura no tienen etiologia
propuesta. Se hallaron también SBS96A compuesta por SBS46, SBS5 y SBS29, asi como
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SBS96B compuesta por SBS5, SBS42, SBS29 y SBS1; entre ellas, 1 y 5 se han asociado con el
envejecimiento y llama la atencién encontrarlas en pacientes jovenes; la 5 en particular
estuvo presente en la mayoria de las muestras en una proporcién significativa. Respecto a la
firma 29, se ha asociado a la presencia de nitrosaminas, un compuesto que se encuentra en
multiples alimentos procesados y el tabaco; se sabe que ambas sustancias causan la
formacion de aductos, justamente un tipo de lesiones que los pacientes AF no pueden
reparar y que pueden tener varios origenes. La SBS42 se asocia a exposicion ocupacional a
haloalcanos que en nuestros pacientes podria estar reflejando dafio por aldehidos
endogenos. La firma 46 se atribuye a artefactos de la secuenciacion.

El andlisis de la MO en 15 pacientes con el estudio de bandas GTG, reveld una correlacion
positiva significativa entre la frecuencia de aberraciones cromosémicas clonales vs la edad
del paciente, mientras que el estudio de los 10 pacientes con firmas mutacionales mostré
una correlacidn negativa entre la edad vs el nUmero de mutaciones puntuales.

Se encontrd una correlacion positiva entre la edad de los pacientes, y la frecuencia de dafio
gendmico observado por aberraciones cromosdmicas, tanto en MO como en SP, sin
embargo, no se notd esta correlacién con respecto al dafio a nivel de mutaciones puntuales.
Estos ultimos hallazgos fueron inesperados, pero sugieren que la progresiéon clonal hacia
cancer en pacientes AF, podria estar determinada principalmente por pérdida y ganancia de
grandes regiones de material cromosémico, mas que por la presencia de mutaciones
puntuales. Por lo anterior, seria conveniente realizar secuenciacion de genoma completo
para detectar variaciones estructurales. Indiscutiblemente es un resultado que merece
investigacion adicional.

Los resultados logrados en este trabajo apoyan la hipdtesis de que los pacientes AF presentan
envejecimiento prematuro ya que: A) a nivel cromosémico se observa una correlaciéon
positiva entre la frecuencia de aberraciones clonales y la edad. Estas aberraciones especificas
se relacionan con la presencia de SMD/LMA, enfermedad asociada con edad avanzada; B) En
todos los pacientes se encontraron en frecuencias elevadas, las firma 5, relacionada con
envejecimiento, aun cuando la edad cronoldgica de los pacientes estd en el rango de 5.5-22
afios, con una mediana de 9 afios.



Abstract

Fanconi anemia (FA) is a genetic disorder with heterogeneous clinical and genetic features.
Clinically, it is characterized by bone marrow failure (BMF), congenital anomalies, and
predisposition to hematologic cancers, such as myelodysplastic syndrome (MDS) and acute
myeloid leukemia (AML), and solid tumors, such as head and neck cancer. FA is caused by
pathogenic mutations in the 22 genes that are part of the FA/BRCA pathway, which is
responsible for the error-free repair of double-strand breaks caused by covalent crosslinks
in ADN. In FA patients in whom this pathway does not function, error-prone pathways are
used, leading to a classic chromosomal instability phenotype, increased inflammation,
mitochondrial dysfunction, and altered epigenetics. Due to this lack of repair, FA patients
develop conditions that occur in the general population at an advanced age, such as
hematologic tumors, solid tumors, and bone marrow failure itself; therefore, some authors
have proposed that FA patients exhibit premature aging.

Aging is defined as the time-dependent functional decline that leads to the development of
chronic pathologies such as cancer, diabetes, and cardiovascular disease, which increase the
vulnerability of the individual and lead to death. In recent years, 12 characteristics of aging
have been described, which have allowed us to delineate and better understand the
molecular mechanisms of aging. One of these characteristics is genomic instability, which is
one of the cellular characteristics of patients with FA. Genomic damage can be classified at
different levels, and chromosomal and mutational damage are the most studied types of
genomic damage. Cytogenetic methods, such as G-band analysis and M-FISH, detect actual
numerical and structural chromosomal damage, and genomic methods, such as sequencing,
detect changes in the ADN sequence, which can be analyzed through mutational signatures
that indicate genomic damage of different types and origins accumulated over time. The aim
of this work was to determine whether genomic damage, expressed as chromosomal
alterations and mutational signatures, is present in patients with FA and whether the type
and amount of genomic damage correlates with the age of the patients.

In this dissertation project, we examined the bone marrow chromosomes by GTG bands in
15 FA patients, the peripheral blood chromosomes by M-FISH in 5 FA patients, and the
mutational signatures of 10 AF patients with ages ranging from 5.5 to 22 years, with a median
of 9 years. We found chromosomal damage in all patients, and 4/15 patients showed clonal
aberrations, of which 3/15 progressed to AML/MDS. Regarding the mutational signatures,
we found the ID83, DBS78A, and SBS96A/SBS96B signatures. These three de novo signatures
are unique signatures that may be possible signatures of FA patients. The signatures 1D83
and DBS78A are composed of the signatures ID10 and DBS11, which have no proposed
etiology in the literature. Signatures DBS96A is composed of signatures 46, 5, and 29 and
3



SBS96B is composed of 5, 42, 29 and 1; among them, signatures 1 and 5 have been associated
with aging and it is striking to find them in young patients; signature 5 was present in almost
all samples in a significant proportion. Signature 29 has been associated with the presence
of nitrosamines, a compound found in many processed foods and tobacco. Both are known
to cause the formation of adducts, exactly the type of lesions that cannot be repaired in
patients with AF and that can have multiple origins. SBS42 is associated with haloalkanes
exposure and in FA probably with endogen aldehydes. Signature 46 is attributed to
sequencing artifacts.

In addition, the analysis of the 15 patients with GTG bands showed a significant correlation
between the frequency of clonal chromosomal aberrations and the age of the patient, while
the study of 10 patients with mutational signatures showed a negative correlation between
age and the number of point mutations.

These data support the hypothesis that FA patients present premature aging, since A) at the
chromosomal level, a positive correlation was observed between the frequency of clonal
aberrations and age; these specific aberrations were associated with the presence of
MDS/AML, a disease associated with advanced age. B) In all patients, signature 5, related to
age, were found with high frequency, even when the chronological age of the patients was
in the range of 5.5-22 years, with a median of 9 years.

Our results indicate that there is a positive correlation between the age of the patients (even
when they are considered young due to their chronological age), and the frequency of
genomic damage observed as chromosomal aberrations, both in BM and in PB, but this was
not observed with respect to damage at the level of punctual mutations. These latter findings
appear unexpected, but current evidence suggests that clonal progression to cancer in FA
patients may be primarily determined by the loss and gain of large regions of chromosomal
material, rather than by the presence of punctual mutations.



Marco teodrico

Introduccion
La anemia de Fanconi (AF) es una enfermedad rara, con una prevalencia de 1 a5/ 1,000,000
y se origina por variantes patogénicas en alguno de los 22 genes de la via FA/BRCA, cuya
principal funcion es la reparacidon de los enlaces covalentes cruzados en el ADN a través de
la recombinacion homdéloga, una via libre de error (Rodriguez y D’Andrea, 2017) .

La via FA/BRCA se compone de mas de 22 genes, denominados por letras de acuerdo con el
tiempo de su descubrimiento (FANC A-FANCW); para su actividad se divide en tres complejos
proteicos, el “core” o rio arriba con 9 proteinas FANC, el ID o central con 2 proteinasy el rio
abajo con 11 proteinas FANC. Cuando la via FA/BRCA no es funcional, se recurre a vias de
reparacién propensas a error como union de extremos no homologos, NHEJ (tanto candnica
como alterna) (Moore y Haber, 1996; Pannunzio et al., 2018) o unién de extremos mediado
por microhomologia MMEJ (Scully et al., 2019), en lugar de la recombinacién homdloga (RH),
gue es una via libre de error, con el fin de rescatar la viabilidad celular, aunque a expensas
de tener gran cantidad de dafio gendmico (Juarez-Figueroa et al., 2018; Rodriguez et al., 2019;
Rodriguez y D’Andrea, 2017).

Este fenotipo celular se aprovecha para llevar a cabo el diagndstico por la prueba de
aberraciones cromosémicas inducidas por diepoxibutano (DEB). Este daflo se puede
identificar a nivel cromosémico, en donde es posible encontrar rupturas o aberraciones
cromosomicas por reunion anormal (Sasakiy Tonomura, 1973; Schuler et al., 1969)

El dafio gendmico por su parte, se puede detectar a través de mutaciones puntuales, perfiles
de expresion génica anormales o como cicatrices mutacionales; en particular éstas Ultimas
permiten detectar aberraciones gendmicas acumulativas (Niraj etal., 2019), como
sustituciones de nucledtidos, duplicaciones, deleciones e indels que en conjunto pueden
agruparse como una firma gendmica particular que pueden servir como biomarcadores de
respuesta a alteraciones de varios procesos como la reparacién del ADN, replicacion o
exposicion a agentes genotdxicos. Alexandrov et al. (2013, 2020), encontraron mas de 30
firmas mutacionales que se relacionan con diferentes procesos mutacionales; por ejemplo,
la firma SBS1 se corresponde con la edad ya que surge por la desmetilaciéon de la 5 metil-
citosina, que ocurre a tasas constantes a través del tiempo.

La obtencion de las firmas se puede realizar mediante la secuenciacién de nueva generacion
y tiene la ventaja de detectar dafio gendmico acumulado y en especial el origen de las
alteraciones, como la exposicion a agentes exdgenos o endégenos, la deficiencia en alguno
de los sistemas de reparacion del ADN, o por envejecimiento. Las firmas mutacionales se
descubrieron en diversos tipos de cancer (a nivel de células somaticas afectadas) (Alexandrov
et al., 2013, 2020; Rodriguez y D’Andrea, 2017) .
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Si bien algunos autores has propuesto que la AF pudiera presentar envejecimiento
prematuro (Brosh Jr., 2017; Che et al., 2017) hasta ahora no hay estudios que lo confirmen.
En la AF, es posible que haya diferencias entre la edad bioldgica y la edad cronoldgica y que
la variabilidad de entornos entre tejidos pudiera afectar diferencialmente la acumulacién de
dafio y progresion del envejecimiento. En pacientes AF, las caracteristicas clinicas son: falla
de la médula 6sea de manera temprana (aproximadamente a los 7 afios), padecimiento que
en individuos no-AF se observa como parte del envejecimiento normal; el sindrome
mielodisplasico y la leucemia mieloide aguda en pacientes AF se desarrolla entre los 12 y 20
afios de edad (Fiesco-Roa et al., 2019, 2022; Rochowski et al., 2012; Rosenberg et al., 2008),
mientras que en la poblacidn general se observan después de los 65 afios, los tumores solidos
por otra parte en AF se manifiestan entre los 26 y 30 afios y en poblaciéon no Fanconi se
encuentran con menor frecuencia y en la adultez mayor (Fiesco-Roa, 2019). Todo esto
sugiere que los pacientes AF podrian presentar envejecimiento prematuro, pero aun falta
evidencia que soporte dicha afirmacion.

Anemia de Fanconi

La Anemia de Fanconi (AF), es una enfermedad rara, descrita inicialmente por el pediatra
sueco Guido Fanconi en 1927(Fanconi, 1927; Lobitz y Velleuer, 2006)x |, con una prevalencia
de 1 a5 en 1,000,000 en EUA y se diagnostica generalmente cuando se presenta falla
medular en una edad promedio de 7 afios (Rosenberg et al., 2011; Sroka et al., 2020). Es
tanto clinica como genéticamente heterogénea, los pacientes pueden tener anormalidades
congénitas que pueden afectar todos los érganos y ademas hay predisposicién a cancer. La
caracteristica molecular clave de la AF es la incapacidad de reparar enlaces cruzados
intercadena (ECIiC), lo cual conduce a una hipersensibilidad a agentes alquilantes
bifuncionales (sustancias que generan ECiC) que se manifiesta como aberraciones
cromosémicas estructurales (ACE), principalmente del tipo rupturas cromatidicas y figuras
radiales y es esta caracteristica lo que permite diagnosticar de manera confiable la AF
(Auerbach, 2015; Giampietro et al., 1993; Molina et al., 2022).

Caracteristicas clinicas de pacientes con AF

Debe de sospecharse de AF en todos los nifios que presenten multiples anormalidades,
particularmente las que se agrupan en el fenotipo de los acronimos PHENOS (skin
Pigmentation, small Head, small Eyes, Nervous system, Otology y Short stature), vy la
asociacion VACTERL-H (Vertebral, Anal, Cardiac, Tracheo-esophageal fistula, Esophageal
atresia, Renal, upper Limb y Hydrocephalus (J. C. Barnes y Smith, 1978; Quan y Smith, 1973).

Las anormalidades tipo PHENOS en un paciente con alguna malformacion tipo VACTERL-H,
deben orientar a una fuerte sospecha de AF, alin mas si las anormalidades que coexisten son
del eje radial y renales (Fiesco-Roa et al., 2022).



Hasta un 79% de los pacientes AF tienen al menos alguna anormalidad de cualquier tipoy las
comunmente observadas en un 27%-43% de los pacientes son: talla baja, defectos del eje
radial, cambios en la pigmentacién de la piel, malformaciones renales y microcefalia, todas
ellas parte de PHENOS y VACTERL-H. Dado que la edad promedio a la que empiezan a
encontrarse manifestaciones hematoldgicas en pacientes AF es a los 6.5 afios de edad, las
alteraciones del desarrollo juegan un papel muy importante, ya que estdn presentes desde
el nacimiento y pueden orientar a un diagndéstico temprano, lo cual es de suma importancia
al permitir acortar la odisea diagndstica, que la familia busque, prevenga y maneje las
morbilidades asociadas y a que haya un asesoramiento genético certero que brinde
informacion acerca del padecimiento, prondstico y riesgo de recurrencia (M. Fiesco-Roa
et al., 2022).

Respecto a la asociacién fenotipo-genotipo, se ha encontrado que los genes asociados con
un mayor numero de anormalidades especificas fueron FACNB, seguido de FACND2, el
complejo ID y los genes rio abajo. Los pacientes con variantes patogénicas (VP) nulas
muestran una mayor proporcion de al menos una anormalidad como malformacién renal,
microcefalia, estatura baja y la combinacion de VACTERL-H cuando se compararon con |os
fenotipos hipomorficos (Fiesco-Roa et al., 2019).

La presentacién de la falla medular (FM) es variable, pero tres de cada cuatro pacientes
muestran evidencia de su desarrollo al menos de forma moderada en la primera década de
la vida; en los pacientes con VP en los genes FANCA, FANC y FANG, el promedio de edad de
presentacion es a los 7.6 afios (M. Fiesco-Roa et al., 2022; Sroka et al.,, 2020). Se ha
hipotetizado que la presentacion de la FM se debe principalmente al funcionamiento
anormal de las vias de reparacion del ADN, lo cual dafia a las células troncales
hematopoyéticas (Sroka et al., 2020), asi como la presencia de ECIiC y la hiperactivacion de
vias que suprimen el crecimiento y generan un ambiente proapoptdtico como son la via p53
y la del factor de crecimiento transformante tipo § (TGF- B)(Rodriguez et al., 2021).

La via FA/BRCA

Genes de la via AF/BRCA

Las VP de cualquiera de los 22 genes conocidos de la via FA/BRCA causan AF y de acuerdo
con el gen afectado se reconocen grupos de complementacién que van desde FANCA hasta
FANCW. Todos los genes FANC tienen una forma de herencia autosémica recesiva, a
excepcion de FANCB la cual es recesiva ligada al cromosoma X, y FANCR que tiene una
herencia autosdmica dominante(Bluteau et al., 2016; Garcia-De-Teresa et al., 2020; Inano
et al., 2017).

Las proteinas de los 22 genes de AF, junto con proteinas asociadas a AF, son coordinadas en
una via comun de reparacion de ECIiC, que se ha denominado via FA/BRCA. La cual esta
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encargada de realizar la deteccién y remocién de ECIC a través de las vias STL (sintesis
translesion), NER (reparacion por escision de nucledtidos) y HR (recombinacién homologa),
con una contribucidon menor de otras vias de reparacién (Che et al., 2017).

Esta via estd fuertemente implicada en cancer, ya que, se ha visto en personas que son
portadores de mutaciones que se encuentran de manera heterocigota en genes de las via
FA/BRCA que tienen predisposicidn a cancer (Nalepa y Wade, 2014), correspondiente con
este hallazgo, estudios gendmicos a gran escala han revelado la inactivacion somatica
monoalélica de genes AF en canceres esporadicos en pacientes que no tienen AF; por otro
lado, estd el hecho de que pacientes con AF tienen predisposicidn a varios tipos de cancer,
por ejemplo los pacientes con las mutaciones FANCD1 (BRCA2) y FANCN (PALBZ2) tienen
susceptibilidad a leucemia mieloide aguda (LMA) y tumores embrionarios (neuroblastoma,
meduloblastoma y tumor de Wilms), los pacientes con las mutaciones FANCS (BRCA1),
FANCN (PALB2)y FANCD1 (BRCAZ2) tienen susceptibilidad a cancer de ovario y de mama'y por
ultimo las mutaciones en los demas grupos de complementacion tienen susceptibilidad a
sindrome mielodisplasico (SMD), LMA y carcinomas de células escamosas (Wang vy
Smogorzewska, 2015).

Tabla 1.- Genes FANC descritos hasta la fecha, sus alias, localizacion citogenética, funcién, tipo de
herencia y frecuencia en los pacientes con AF.



FANCA / 16q24,3 | Autosomica 64 Subcomplejo con FANG y FAAP20
recesiva
FANCB / Xp22.2 I-ieneslva 5 Complejo core FA; subcomplejo con FAAP100 y
Ligadaa X FANCL
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“ / P recesiva AF y FANCD2
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% P recesiva entre FANCA, FANCC y FANCE
E. FANCG XRCCD 9p13.3 Autcso‘mlca 8 Complejo core FA; subcomplejo con FANCA y
S recesiva FAAP20; complejo con BRCA2, CRCC3 y FACND2
FANCL / 2p16.1 Autosomlca 0.4 Dominio RING que contiene la ubiquitin ligasa E3
recesiva dentro del complejo core FA
L. Activacién de checkpoint mediado por ATR;
Autosémica . . .
FANCM / 14g21.2 . 0.1 reclutamiento del complejo core FA y complejo
recesiva
BLM
A — - A enzi -
FANCT UBE2T 19321 utoso‘mlca o1 Comlplejo core Aj erlnz_lma conjugadora de
recesiva ubiquitin E2
. Complejo ID2; mdltiples funciones en la
Autosomica - o
) FANCD2 / 3p25.3 recesiva 4 reparacion de ICLy respuesta de nucleasas al
2 3 estrés replicativo para procesar ICLs
H = . Complejo ID2 monoubiquitinado recluta las
o Autosémica . . ™ )
E FANC! / 15¢g26.1 recesiva 1 proteinas de reparacion y facilita la reparacion de
:‘ ICLs y respuesta al estrés replicativo
@ r—y
@ SLx4, Autosémica Scaffold maestro y regulador de ERCC1Z-XPF,
FANCP 16p13.3 0.5 !
3 8T8D12 | "¢ recesiva MUSB1-EME1/2 y SLX1
5 Autosémica RH; estimula a la recombinasa RADS1;
E FANCD1 BRCA2 13q13.1 . 2 ’ I h !
s recesiva estabilizacion de la orquilla
E BRIPLBAC Autosémica In»ter-accién con BRCA1 que pr_cmueve laRHe
FANCJ 17g23.2 . 2 inhibe STL; ATP-asa dependiente de DNA y
H1 recesiva N ,
helicasa 5'-3'
Autosémica RH; estimula la recombinasa RAD51;
FANCN PALB2 16g12.2 0.7 ' !
g 9 recesiva estabilizacién de la orquilla; une BRCA1 y BRCA2
& FANCO | RADSIC | 1722 | Putosomica 0.1 RH
recesiva
FANCR | RADSI | 1sqis |Autosemieal o RH: estabilizacién de la orquilla
Autosomica RH; eviccion del complejo CMG(CDC45-MCM-
s BRCAZ 1792131 recesiva 01 GINS) en las orquillas detenidas inducidas por ICL
Autosdmica
FANCU XRCC2 7936.1 . 0.1 RH
recesiva
, Regula negativamente la reseccion de extremos
REVZ,MA Autosomica Un L
@ 1p36.22 . ) del DNA; promueve la unién de extremos;
3 D212 recesiva paciente R
H modula la respuesta de PARPi
K] Autosémica Un Ubiquitin ligasa E3 para regular el recambio de
H RFWD3 16g23.1 . . RPA y RADS51 durante la RH y la reparacion de
@ recesiva paciente
H ICLs
(] P
RCCH4, Al
ERCCA, | gpa.1p | AUTOSOMica | g Incisién de DNA y NER
XPF recesiva
STRA13, .. Complejo core FA; proteina que contiene motivo
Autosomica N s .
FAAP10 CENPX, 17g25.3 . / de histona; localizacion de FANCM en cromatina
MHF2 recesiva constitutiva
APITD1,CE .. Complejo core FA; proteina que contiene motivo
Autosomica . ) . .
FAAP16 NPS, 1p36.22 recesiva / de histona; localizacion de FANCM en cromatina
MHF1 constitutiva
FAAP20 | Clorfss | 1p36.33 Autosomca / Estabilidad de FANCA{ une la fohmerasa REV1a
% recesiva STL 1ado!
© Al Smil
- FAAP24 | C190rf40 | 19q13.11 | MUOsOMIca / Complejo core FA; interactua con FANCM
L recesiva
3 Autosémica
H FAAP100 | C170rf70 | 17q25.3 . / Complejo core FA
2 recesiva
g FANT KIAA1018, 150133 Autoscrmca / Nucleasa; reinicio de orvqu\\las de replicacion
s MTMR15 recesiva detenidas
KIAA1449,
UAF1 sii;q 3p22.2 A:z::::a / Deubiquitinizacién de 1D2
Bun62
Autosdmi
UHRF1 | icBPoo | 19p133 |Miosomica / Reconocimiento de Ia lesién
recesiva
UsP1 HuBp | 1p3na | Autesomica / Deubiquitinizacién de ID2
recesiva
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Wang, A. T,, & Smogorzewska, A. {2015). SnapShot: Fanconi anemia and associated proteins. Cell, 160(1), 354-354. Niraj, 1., Farkkila, A., & D'Andrea, A. D. (2019). The Fanconi anemia
pathway in cancer. Annual review of cancer biology, 3, 457-478.Garcia-de-Teresa, B., Rodriguez, A., & Frias, 5. (2020). Chromosome instability in Fanconi anemia: from breaks to
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Funcidn de la via FA/BRCA

La reparacion de ECiC mediada por la via FA/BRCA ocurre durante la fase S/G2, cuando las
horquillas de replicacién se encuentran detenidas en un ICL que impide separar el duplex de
ADN, los cromosomas ya estan replicados y tienen dos cromatidas hermanas con ADN
idéntico. Estas horquillas detenidas son la estructura intermediaria de ADN que se reconoce
y estabiliza por la via AF. Por el contrario, en células que no se estan dividiendo, los ECiC se
reparan a través de la via NER, que puede ser global o estar acoplada a la transcripcién. La
eliminacion de los ECiC se produce después de la activacion de la via AF en la fase S, gracias
a la maquinaria de reparacién y replicacién que actla de manera coordinada (Niraj et al.,
2019).

Existen tres grupos principales de proteinas en la via FA/BRCA que se clasifican segun su
funcion: en el primero se encuentran las "proteinas rio arriba" e incluye a FANCA, FANCB,
FANCC, FANCE, FANCF, FANCG, FANCL, FANCM y FANCT. El segundo, se denomina "Complejo
ID2", estd formado por FANCD2 y FANCI. Finalmente, el tercero se conoce como "proteinas
rio abajo" e incluye a FANCD1, FANCJ, FANCO, FANCP, FANCQ, FANCR, FANCS, FANCU,
FANCV y FANCW. Las proteinas rio arriba tienen la funcion de detectar el dafio y activar la
monoubiquitinizacion del complejo ID. Una vez activado este complejo, atrae a las proteinas
rio abajo al lugar de la lesién, donde se llevan a cabo procesos como la escision de
nucledtidos, la sintesis translesion, la escisién del aducto y el proceso de recombinacién
homodloga (Rodriguez y D’Andrea, 2017).

Los ECiC se detectan tanto por la proteina UHRF1 como por el complejo FANCM-MHF1-
MHF2, el cual posteriormente recluta al heterodimero FANCD2-I (ID2) y al complejo central
al sitio de lesion. EI complejo central, estd compuesto por diez proteinas (FANCA, FANCB,
FANCC, FANCE, FANCF, FANCG, FANCL, FAAP100, FAAP20 y FAAP24), y tiene una funcion de
ubiquitin E3 ligasa, que en conjunto con FANCT/UBE2T catalizan la monoubiquitinacién del
complejo ID2. Es importante destacar que la estabilidad del complejo central es esencial, ya
que, si se pierde alguna de las proteinas que lo conforman, el complejo puede perder su
habilidad para realizar la ubiquitinizacién. Este escenario llevaria a una falta de
ubiquitinizacién del complejo ID2, que es responsable de controlar la escision nucleolitica del
ADN, liberando el ICL de una de las hebras parentales mediante un proceso llamado
"unhooking". Asimismo, este complejo realiza la translocacion a los sitios de dafio, lo que
provoca el reclutamiento de los efectores rio abajo en la fase S/G2. Una vez que el complejo
ID2 ha sido ubiquitinado, actia como anclaje del dimero a la cromatina y de FANCP/SLX4,
gue a su vez funciona como sitio de andamiaje para los cuatro diferentes tipos de
endonucleasas especificas. Estas endonucleasas realizan un corte endonucleolitico hacia 3'-
5'del ICL, y son FANCQ-ERCC1, ERCC4-ERCC1, MUS81-EME1 y SLX1. Es importante destacar
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gue toda esta actividad genera tres tipos de lesiones que requieren ser reparadas de manera
diferente (Dong et al., 2015; Muniandy et al., 2010; Rodriguez y D’Andrea, 2017).

A) Segmentos de hebra sencilla de ADN: durante la sintesis translesién (STL), se produce
una reparacion de segmentos de hebra sencilla de ADN, en la que se insertan
nucledtidos en el sitio de la lesion y se permite la extension de la nueva cadena de
ADN, proceso que es llevado a cabo con la ayuda de la polimerasa de STL conformada
por REV1y POLY la cual a pesar de que es propensa a error, logra recuperar la doble
hélice.

B) Aducto: la lesidn se forma en la cromatida donde se llevaron a cabo los cortes
endonucleoliticos y una vez que se ha completado la STL en la cadena opuesta, el
aducto se elimina mediante la reparacién por escicion de nucledtidos (NER), que
utiliza la nueva cadena de doble hebra de enfrente como molde.

C) Ruptura de doble hebra: la ruptura de doble hebra (RDH) se produce en la cromatida
opuesta al aducto y se repara principalmente por RH o por c-NHEJ. La eleccion del
tipo de reparacién depende de la fase del ciclo celular en la que se encuentra la
célula. Durante la fase S/G2, se prioriza la RH. En la RH, las proteinas FANC rio abajo,
incluyendo FANCD1/BRCA2 y FANCN/PALB2, se asocian con la cromatina mientras
que FANCR/RAD51 y sus pardlogos FANCO/RAD51C, remplazan a la proteina RPA que
recubre la hebra sencilla de ADN, esto promueve la formacion de nucleofilamentos
gue invaden la cromatida hermana vy la utilizan como molde para sintetizar el ADN de
reparacion.

La inestabilidad cromosdmica como resultado de la falla de la via FA/BRCA

En los pacientes AF la via FA/BRCA no funciona correctamente, por lo que se utilizan vias de
reparacion alternas como son la union de extremos no homaélogos candnica (cNHEJ) y la via
alterna de union de extremos mediada por microhomologia (MMEJ), estas vias conducen a
la formacion de ACE debido a que son propensas a error (Che et al., 2017; Liu et al., 2020).

La formacion de ACE requiere la ruptura y posterior reunion de moléculas de ADN, por lo
gue las RDH se consideran el origen de las mismas. Las ACE pueden ser de dos tipos: reunidas
y no reunidas. Las ACE no reunidas son las rupturas cromatidicas y cromosémicas. Las
rupturas cromatidicas resultan de una reparacion incompleta de una lesién de
entrecruzamiento del ADN. Este tipo de rupturas se forman durante la fase postreplicativa
de la célula, lo que significa que solo una cromatida se ve afectada. En cambio, si la ruptura
es cromosémica, entonces esta debié formarse durante la fase G1. En las células AF, lo mas
probable cuando se encuentra una ruptura tipo cromosémica, es que sea el resultado de dos
RDH muy cercanas, cada una en una cromatida, lo que se denomina ruptura isocromatidica.
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En general, las rupturas isocromatidicas son menos frecuentes que las rupturas cromatidicas.
(Garcia-De-Teresa et al., 2020).

Las ACE reunidas corresponden a las translocaciones, cromosomas dicéntricos, figuras
radiales y cromosomas marcadores; se originan cuando dos extremos rotos de ADN se unen
con poca o ninguna homologia. La formacién de estas ACE implica la actividad de las vias de
reparacion del ADN conocidas como cNHEJ y MMEJ, que operan principalmente durante
S/G2 del ciclo celular, cuando el cromosoma replicado esta compuesto por dos cromatidas
hermanas. En estas fases, la union de una de estas cromatidas con una cromatida no
hermana de otro cromosoma (ya sea homdlogo o no homdlogo) dard origen a las ACE
reunidas mencionadas anteriormente (Groot et al., 2023).

Las figuras radiales derivan de un procesamiento aberrante o incompleto de RDH por MME]J
(Rogers et al., 2023; Siri et al., 2021) y se nombran segln el nimero de brazos cromosdémicos
involucrados. Los cuadriradiales surgen cuando al menos dos RDH de cromdtidas no
hermanas se unen. En estas dos RDH, hay cuatro extremos de ADN disponibles, y si estos
cuatro extremos son reunidos por una maquinaria propensa a errores como la NHEJ, se
genera una figura tetraradial cerrada. Por otro lado, una figura triradial se forma cuando hay
tres RDH, una de ellas en una cromatida del cromosoma receptor y dos mas del tipo de
ruptura isocromatidica en el segundo cromosoma para unirse a una cromatida del
cromosoma receptor. Por lo tanto, las figuras poliradiales, como su nombre lo indica,
requieren la union de varias RDH para su formacion (Garcia-De-Teresa et al., 2020).

Ademas de las ACE ya mencionadas, hay aberraciones numéricas como son las aneuploidias
y la poliploidizacion. También se sabe que las células AF tienen alteraciones en la duracion
del ciclo celular, lo cual puede provocar nuevos ciclos de replicacién en la ausencia de mitosis
y citocinesis (Garcia-De-Teresa etal., 2020), lo que lleva a la endoreduplicaciéon de
cromosomas, por esto, es comun encontrar células tetraploides y figuras mitdticas con
cromosomas endoreduplicados con cuatro cromatides en lugar de dos (Sasakiy Tonomura,
1973; Schroeder et al., 1964). Los pacientes AF también tienen alterado el punto de control
del huso mitdtico, lo cual se manifiesta en una segregacion inadecuada de cromosomas, asi
como una resolucidon de puentes de ADN ineficiente (Nalepay Wade Clapp, 2014).

Diagnostico citogenético de AF mediante induccidn de aberraciones cromosémicas

La hipersensibilidad de los pacientes con AF a los agentes inductores de ECiC, ha servido para
establecer una prueba citogenética capaz de diagnosticar con certeza a cualquiera de los
pacientes AF. Los compuestos que se usan para inducir las aberraciones son la mitomicina C
(MMC), el diepoxibutano (DEB) y cisplatino, siendo este uUltimo el que mds ampliamente se
usa en el mundo. El analisis se puede realizar en sangre periférica, en médula dsea,
fibroblastos de piel, vellosidades coriales, amniocitos y sangre fetal. En todos los casos debe
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incluirse un control positivo que son, ya sea una linea linfoblastoide o una linea de
fibroblastos, ambas positivas a AF, y un control negativo que puede ser fibroblastos de una
linea celular corregida, fibroblastos de una persona sana, linea celular linfoblastoide
corregida o muestra de sangre periférica de personas sanas (Molina et al., 2022). El analisis
se realiza en metafases sin bandeo, ya que las bandas evitan visualizar todas las rupturas en
los cromosomas. Se determina en cada metafase el nimero cromosdmico y el tipo de
aberraciones. Se cuantifican las roturas cromatidicas y cromosdmicas o isocromatidicas, los
fragmentos céntricos y acéntricos, anillos, dicéntricos, figuras radiales y “otras”. Un paciente
es diagnosticado como positivo para AF si la frecuencia de aberraciones cromosdmicas es 10
veces mayor a la que se obtiene en el cultivo sin tratamiento y a la del control negativo
(Molina et al., 2022).

Caracteristicas del envejecimiento

El envejecimiento puede ser definido de manera amplia, como el declive funcional tiempo-
dependiente que afecta a casi todos los organismos vivos. Recientemente ha sido objeto de
escrutinio cientifico debido a los grandes avances en el conocimiento de las bases
moleculares y celulares de la vida. Lopez-Otin et al. (2013, 2023) han conceptualizado la
esencia del envejecimiento y sus mecanismos y proponen las 12 caracteristicas del
envejecimiento que se pueden subdividir en tres grandes grupos, los cuales son; a)
caracteristicas primarias: inestabilidad gendmica, acortamiento de telémeros, pérdida de
proteostdsis; b) antagonistas: senescencia celular, disfuncion mitocondrial, deteccién
desregulada de nutrientes y c) integrativos: disminucién de células troncales, comunicacion
celular alterada, inflamacion crénica y disbiosis.

Para algunas de estas caracteristicas, su presencia esta confirmada en la AF y a continuacion,
se describen las que mas relacion tienen con este proyecto.

Inestabilidad gendmica
La integridad y estabilidad del ADN, esta siendo continuamente retada por agentes exdgenos
fisicos, quimicos y biolégicos, asi como por insultos endégenos como errores en la replicacion
del ADN, reacciones hidroliticas espontaneas y especies reactivas de oxigeno (ROS) (Lépez-
Otin et al., 2013, 2023).

La CIN o inestabilidad cromosdmica, se define como un incremento en la tasa a la cual
fragmentos de cromosomas o cromosomas completos se pierden o se ganan y tiene un
impacto profundo en la estabilidad del genoma al inducir constante y simultdneamente
cambios en el nimero de copias en grandes grupos de genes. Las alteraciones cromosdmicas
asociadas con CIN pueden ser clasificadas en 1) Inestabilidad cromosdmica numérica (N-CIN),
gue involucra pérdidas o ganancias de cromosomas enteros y 2) Inestabilidad cromosdmica
estructural (S-CIN) que involucra deleciones, amplificaciones, inversiones y translocaciones
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de regiones cromosdmicas que van en rango de tamafio desde genes hasta brazos de
cromosomas completos. Por lo tanto, la CIN es un fenotipo dindmico que incrementa la
probabilidad de adquirir la miriada de cambios genéticos relacionados con el desarrollo y
progresion del cancer y envejecimiento (Lepage et al., 2019).

En la AF, desde 1973 se detectd la CIN como una caracteristica celular constante, que puede
exacerbarse con la exposicidn a agentes que inducen ECiC (Sasakiy Tonomura, 1973).

Disminucion de células troncales

Una de las caracteristicas mas evidentes del envejecimiento es la disminucidn en el potencial
regenerativo de los tejidos (Lépez-Otin et al., 2013; Shaw et al., 2010). Este proceso ocurre
en practicamente todos los compartimentos celulares y tejidos. Este declive en el potencial
regenerativo se origina entre otras cosas, por la acumulacién de dafio al ADN, sobreexpresion

de p16INK4a y el acortamiento de telémeros (Fumagalli et al., 2012; Lépez-Otin et al., 2013).

Se ha propuesto que los aldehidos enddgenos son la principal fuente de dafio y agotamiento
de células troncales hematopoyéticas en AF, ademas de la auto renovacion limitada de
células troncales por el checkpoint de diferenciacion inducido por dafio en el ADN. Por otro
lado, las células troncales hematopoyéticas con dafio que escapan de la dormancia reparan
el ADN con mecanismos propensos a error, lo que resulta en un agotamiento de la reserva
de células troncales, que se traduce en FM en los pacientes AF (Brosh Jr., 2017).

Inflamacion crénica

Durante el envejecimiento hay un incremento en la inflamacion, como se evidencia por la
circulacion de biomarcadores de inflamacion y por las manifestaciones sistematicas como la
arteriosclerosis, neuroinflamacion, osteoartritis y degeneracion intervertebral. La
inflamacién puede ser desencadenada por diferentes mecanismos durante el
envejecimiento como la translocacion del ADN mitocondrial al citosol, especialmente cuando
la autofagia, no funciona de manera adecuada (Lépez-Otin et al., 2023). Otros procesos que
aumentan la inflamacién durante el envejecimiento son la aparicién de hematopoyesis clonal
de potencial indeterminado (CHIP) y el fenotipo secretor asociado a senescencia
(SASP)(Lopez-Otin et al., 2023).

En AF la inflamacion crénica es una de las principales causas de la FM, ya que existe una
fuerte relacion entre la inestabilidad gendmica y la inflamacién, incluyendo la produccién de
p53, TGF- B, TNF-a e IFN-y (Landelouci y Sinha, 2022; Rodriguez et al., 2021), también en
pacientes AF se sabe que existen células senescentes con SASP, lo que incrementa la
inflamacioén (Brosh Jr., 2017). La aparicién de clonas con potencial indeterminado también
es un fenémeno ampliamente descrito en pacientes AF (Behrens et al., 2021).
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Anemia de Fanconi y envejecimiento

Al igual que la AF, algunas enfermedades genéticas monogénicas como el sindrome de
Werner, sindrome de Bloom, sindrome de Cockayne y Xeroderma pigmentosa son un grupo
de patologias asociadas al envejecimiento a edades mucho mas tempranas que en poblacion
normal. El comun denominador es la falla en la reparacién del ADN, lo cual sugiere que la
inestabilidad gendmica y la acumulacion de dafio gendmico, son los principales factores que
contribuyen a la homeostasis disminuida de las células troncales y el envejecimiento
acelerado (Brosh Jr., 2017).

Se ha observado que la AF presenta caracteristicas de envejecimiento acelerado como son:
disfuncién enddcrina, osteoporosis, sarcopenia, deficiencias inmunes, sindrome
mielodisplasico y cancer. El SMD surge en poblacién normal aproximadamente a los 70 afios,
mientras que en pacientes AF es alrededor de los 10 afios; para la LMA, la edad de
presentacidn en poblacion general es alrededor de los 70 afios, mientras que en pacientes
AF es alrededor de los 30 afios y en pacientes con mutaciones en FANCD1 y FANCN se
presenta alrededor de los 5 afios. En cuanto a la edad de aparicién de los tumores de células
escamosas de cabeza y cuello, en la poblacion general es aproximadamente a los 60 afios,
mientras que en poblacidn AF se presenta entre los 30-40 afios. Todo esto ha llevado a
proponer que la AF es un desorden de envejecimiento prematuro segmental como los
sindromes mencionados anteriormente (Brosh Jr., 2017).

Los pacientes con AF se caracterizan por un estado pro-oxidante, ya que el ADN muestra
niveles elevados de 8-oxo-desoxiguanosina (8-oxo-dG), un marcador de oxidacién de bases.
Adicionalmente, los pacientes AF muestran niveles incrementados de citocinas inflamatorias
debido al dafio persistente en el ADN y al dafio oxidante, que funcionan como mediadores
inflamatorios; de esta manera los pacientes con AF entran en un circulo vicioso, ya que el
dafio al ADN induce inflamacién y la inflamacion induce dafio al ADN. El dafio al ADN puede
inducirse por aldehidos enddgenos que causan enlaces covalentes cruzados en el ADN, y en
condiciones normales se reparan por la via FA/BRCA (Garaycoecheay Patel, 2014).

El agotamiento de células troncales hematopoyéticas se hace evidente en los pacientes AF
cuando aparece la FM, debido al dafio al ADN, la hiperactivacion del eje de respuesta al dafio
del ADN p53/p21, que lleva a un arresto del ciclo celular en las células troncales
hematopoyéticas de AF (Brosh Jr., 2017). Estas deficiencias estan interconectadas y actian
de manera sinérgica para causar defectos en las células troncales hematopoyéticas y FM,
aunado a tumores de la sangre, problemas enddcrinos, respuesta inmune deficiente,
osteoporosis, y sarcopenia, todas ellas caracteristicas del envejecimiento (Brosh Jr., 2017;
Garcia-De-Teresa et al., 2020).
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Alteraciones gendmicas relacionadas con cancer en pacientes AF

Las aproximaciones citogenéticas con bandas GTG, Hibridacion in situ con Fluorescencia
(FISH) y CMA, detectan N-CIN y S-CIN. En padecimientos hemato-oncolégicos es una
importante herramienta para obtener informacion para guiar el tipo de tratamiento; en
estudios de seguimiento, permite la deteccién de evolucion clonal y de nuevos procesos
malignos no relacionados al primer cancer (Mikhail et al., 2016).

En pacientes AF, el estudio citogenético de la MO permite evaluar anormalidades
citogenéticas comunes a los pacientes con AF y las relacionadas con el surgimiento de una
clona anormal que podria evolucionar a SMD o LMA (Behrens et al., 2021; Sroka et al., 2020).

Una clona se define como (Arsham et al., 2017) :

0 Dos o0 mas células teniendo la misma anormalidad estructural
0 Dos o mas células teniendo el mismo cromosoma adquirido
0 Tres o mas células teniendo la misma pérdida de cromosoma

Anormalidades clonales en AF

Los resultados de andlisis citogenéticos de los pacientes con AF han revelado una amplia
variedad de tipos y frecuencias de clonas (Alter et al.,, 2000). Butturini et al. (1994) han
identificado que el riesgo de desarrollar SMD o LMA dentro de los tres primeros afios
después de la observacién de una clona es de aproximadamente 1 en 3 (33%), mientras que
el riesgo para los pacientes sin clonas es de 1 en 30 (3%).

En pacientes con AF, las aberraciones cromosdmicas recurrentes mas frecuentes son la
ganancia de material en el brazo largo del cromosoma 1 (1g+), ganancia de material
cromosomico en el brazo largo de 3qg (3g+) y pérdida total o parcial del cromosoma 7 (-7 o
79-), de hecho estas aberraciones pueden constituir hasta el 75% de todas las aberraciones
clonales que se han observado en pacientes con AF (Behrens et al., 2021; Mehta et al., 2010;
Meyer et al., 2012; Rochowski et al., 2012; Tonnies et al., 2003). Estas aberraciones pueden
presentarse solas o en combinacién con alteraciones que involucren otros cromosomas (Cioc
et al.,, 2017). En AF, la aberracion 3g+, se asocia frecuentemente con -7 y ambas con la
evolucion hacia SMD (Sroka et al., 2020). El rol prondstico de la ganancia cromosdmica de 3q
para predecir el riesgo de progresion hacia SMD o LMA se ha evidenciado en varios trabajos
(Cioc et al., 2017; Mehta et al., 2010; Sroka et al., 2020; Vundinti et al., 2010), en algunos se
ha podido precisar que el riesgo de desarrollar este tipo de cancer a tres afios puede ser
hasta de 9 en 10 (90%) comparado con 1 en 10 (10%) para pacientes sin estas alteraciones
clonales (Tonnies et al., 2003).
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Respecto a la ganancia de 1q, Behrens et al. (2021) encontraron que solo los pacientes con
1g+ que ademas tenian 3g+ o 7g- desarrollaron neoplasia, mientras que los pacientes con
1g+ aislado o en combinacién con otras aberraciones como 6p- o0 7p-, no progresaron a
neoplasia mieloide dentro del periodo de observacion. Sin embargo, recientemente Sebert
et al. (2023) reportaron elegantemente, que la ganancia del brazo largo del cromosoma 1,
aberracion que es de las mas frecuentes y tempranas en la historia natural de la FM de
pacientes AF, define una ruta hacia la leucemia, al conducir a hematopoyesis clonal debido
a una triple dosis del gen MDM4, el cual es un regulador negativo de p53 por lo que inhibe
la sefializacion que conduce a la apoptosis. Esta alteracion confiere una ventaja selectiva a la
clona, que posteriormente puede evolucionar hacia cancer por la adquisicion de nuevas
lesiones oncogénicas.

Andlisis de dafio cromosdmico mediante M-FISH (Multicolor-Fluorescent in situ
hybridization)

El M-FISH permite la visualizacién simultanea de cada par cromosémico en un color diferente
(Arsham et al., 2017), esto permite aumentar la deteccion de multiples rearreglos cripticos,
translocaciones complejas, inserciones y amplificaciones respecto al bandeo cromosémico.
Se ha usado para investigar la presencia de clonas, Cioc et al. (2017) lo utilizaron en 119
pacientes con AF y encontraron anormalidades clonales en el 32.4% de los pacientes, el 77.8
de éstos tuvieron ganancia de 1q, ganancia de 3qg y/o deleciéon de 7g, monosomia 7; en
conjunto estas aberraciones suman el 56% del total de las anormalidades clonales. Sin duda,
la identificacion de estas alteraciones ha sido mas eficiente cuando se utilizan metodologias
como M-FISH.

Analisis de dafio gendmico mediante el estudio de firmas mutacionales

Las firmas mutacionales son patrones caracteristicos que se pueden encontrar en la
secuenciacién de ADN de los diferentes tipos de cancer o tejidos. Desde una perspectiva
bioldgica, una firma mutacional refleja la actividad de procesos mutacionales originados de
manera tanto endégena como exdgena (Alexandrov et al., 2013, 2020). Esta herramienta se
desarrollé al utilizar modelado matematico y andlisis computacional a partir de datos de
secuenciacién masiva. Es importante hacer notar que una firma mutacional es matematicay
conceptualmente diferente de un patron mutacional del genoma del cancer. Un patrén
mutacional del genoma del cancer puede ser observado directamente en los datos de la
secuencia, una firma mutacional no es observable directamente en la mayoria de los casos,
en su lugar, una firma mutacional corresponde a una abstraccion que surge a través de una
serie de aproximaciones numéricas (Alexandrov et al., 2020).

Al observar los patrones mutacionales de cientos de canceres, fue posible identificar tres
diferentes categorias: sustituciéon de base Unica o SBS por sus siglas en inglés, sustituciones
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de doble base o0 DBS y pequefias inserciones y deleciones denominadas en conjunto INDELS.
Se han descrito 96 SBS, 78 DBS y 83 INDELS (ID) (Alexandrov et al., 2020). Para definir las
categorias se considera que cada pirimidina puede sufrir dos transversiones y una transicion,
es decir, T>A, T>G, T>C, C>A, C>G y C>T, que resulta en 6 diferentes variantes de nucledtido
Unico, las cuales si se consideran sus nucledétidos adyacentes hacia 3’y 57, tienen cuatro
posibilidades diferentes y se genera un total de 96 combinaciones distintas (4x4x6) que se
expresan en el eje de las X en las graficas de las firmas mutacionales mientras que en el eje
de las Y se representa el porcentaje de mutaciones totales (Alexandrov et al., 2013).

Estas firmas han permitido identificar muchos agentes etioldgicos en tumores y en particular
vale la pena mencionar la firma SBS1 que se asocia con la desaminacién espontanea de la 5-
metil-citosina que es una firma parecida a reloj, ya que es un indicador de envejecimiento.
Por otro lado, estd la firma SBS5 que también se considerada una firma parecida a reloj, pero
de la cual se desconoce su etiologia; ambas se consideran asociadas a la edad biolégica, por
lo que se pueden utilizar para estudiar el envejecimiento por su origen y como indicador de
acumulacion de dafio (Alexandrov et al., 2013, 2020; Phillips, 2018; Polak et al., 2017).

Las firmas mutacionales se pueden utilizar como un método indirecto para observar como
aumenta el nimero de mutaciones de novo en la descendencia, conforme aumenta la edad
de los padres y se relacionan principalmente con las firmas 1y 5, que son firmas asociadas al
envejecimiento. Estas firmas podrian estar presentes en pacientes con AF, si en efecto la AF
genera un envejecimiento prematuro. Adicionalmente se podrian presentar otras firmas
como por ejemplo las que se relacionan con defectos en la reparacion del ADN (Kim et al,,
2021).

Planteamiento del problema

En pacientes con Anemia de Fanconi se desarrollan padecimientos propios de la vejez en
edades tempranas, lo cual sugiere que hay un envejecimiento prematuro. Dicho
envejecimiento prematuro puede acompafiarse por un aumento en las aberraciones
cromosoémicas y la presencia y acumulacion de dafio mutacional en el ADN. Es posible que la
acumulacion de dafio en el ADN juegue un papel importante en el envejecimiento, de
manera que en un padecimiento como la AF, con CIN, es posible que la edad bioldgica de los
pacientes sea diferente de la edad cronoldgica. Aungue se ha propuesto que la AF puede
tener envejecimiento prematuro, por el momento no hay estudios que lo confirmen.

Justificacion

El envejecimiento es un proceso inherente a las especies superiores; se define como el

declive funcional, dependiente del tiempo que conduce al desarrollo de patologias crénicas

gue aumentan la vulnerabilidad del individuo y lo conducen a la muerte. Debido a que la

poblacion humana mundial tiende a vivir cada vez mas tiempo, los problemas inherentes al
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envejecimiento se han tornado muy importantes y existe poco conocimiento sobre sus
mecanismos, por lo que la generacion de conocimiento sobre ellos es extremadamente
importante para la sociedad actual. Se han descrito 12 caracteristicas basicas del
envejecimiento, que han permitido entender los mecanismos de este proceso y entre éstas
se encuentra la inestabilidad gendmica. Esta caracteristica se manifiesta en pacientes con
enfermedades de respuesta al dafio al ADN, como la anemia de Fanconi. Esta enfermedad
cursa también con caracteristicas propias de la poblacién de adultos mayores, aunque los
pacientes sean pediatricos, por lo que, el poder vincular de manera directa la falla en la
reparacion del ADN con un aceleramiento del envejecimiento, seria una muy buena
aportacion al conocimiento basico y a la identificacion de un modelo para envejecimiento
prematuro.

Pregunta de investigacion

éEn los pacientes con AF se encuentran aberraciones cromosémicas y firmas mutacionales
gue se relacionen con envejecimiento prematuro?

Hipotesis

e Los pacientes con anemia de Fanconi presentan una frecuencia de alteraciones
cromosomicas y eventos de firmas mutacionales que incrementan con la edad, en
células de médula ésea y sangre periférica.

Objetivo General

Determinar si en los pacientes con anemia de Fanconi existe dafio gendmico expresado como
alteraciones cromosdmicas y firmas mutacionales y si el tipo y cantidad de dafio gendmico
correlaciona con la edad de los pacientes.

Objetivos Particulares

. Identificar dafio cromosémico numérico y estructural mediante el ensayo de
cariotipo con bandeo GTG y M-FISH y en muestras de médula 6sea (MO) y sangre periférica
(SP) de los pacientes con anemia de Fanconi.

MO y SP.
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. Determinar el tipo y cantidad de dafilo gendmico, mediante la busqueda de “firmas
mutacionales” en MOy SP.

. Correlacionar la cantidad y tipo de dafio gendmico con la edad cronoldégica de los
pacientes con AF

. Determinar si la presencia y cantidad de las firmas gendmicas de envejecimiento,
correlacionan con la cantidad de dafio cromosdmico numérico y estructural y/o con otras
firmas gendmicas asociadas a falla en la reparacion del ADN, en (MO) y (SP) de los pacientes
con anemia de Fanconi.

Método

Disefio del estudio
Tipo de estudio: Exploratorio

Segln el objetivo: Analitico

Segun la orientacién: Transversal

Segun el tiempo: Prospectivo

Segln la intervencion: observacional y correlacional

Poblaciéon de estudio
Universo de estudio

Pacientes con anemia de Fanconi diagnosticados por estudio citogenético
Poblacién objetivo

Pacientes diagnosticados con AF que acudan al instituto Nacional de Pediatria en el afio
2021

Se determind una n a conveniencia, ya que la incidencia de la AF es de 1-5 en un millén.

Los pacientes a los que fue posible acceder fueron un total de 15 con un rango de edad de
5.5-22 afios, especificamente nueve en los primeros diez afios de vida, cinco entre los 10 y
20 afios y finalmente uno mayor a los 20 afios.

Las muestras se solicitaron cuando el paciente debia hacerse estudios rutinarios, tanto de
médula dsea como de sangre periférica.
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Criterios de inclusion
1) Pacientes con diagndstico citogenético de AF mediante prueba de aberraciones
cromosoémicas con diepoxibutano.

2) Pacientes con variante patogénica en cualquier gen FANC.
3) Sin trasplante de médula ésea o células troncales hematopoyéticas.
4) Que aceptaran y firmaran el consentimiento informado.

Criterios de exclusion
1) Que las muestras obtenidas no fueran adecuadas para realizar los estudios planteados
(exclusion temporal).

2) Habitos que afecten las variables del estudio (por ejemplo, tabaquismo).

Estrategia de estudio

1. Alos pacientes con AF diagnosticados por ensayo de aberraciones cromosémicas, a
los cuales se les hicieran tomas de muestra de MO para seguimiento, se les invitd a
participar en el proyecto y a firmar el consentimiento informado.

Se tomaron muestras de sangre periférica (SP) y médula ésea (MO) (Figura 1A).

Con la sangre periférica se hicieron cultivos de 48 horas para obtener metafases y
posteriormente realizar M-FISH (Figura 1B, ver a detalle en Método M-FISH) y se
analizaron por lo menos 15 metafases.

4. Conlamuestrade médula dsea se sembraron dos cultivos primarios sin estimulo para
division celular. Se utilizdé medio MarrowMax®, se incubaron por 48 horas vy
posteriormente se realizd la cosecha para obtener metafases.

5. Se analizaron aberraciones cromosdmicas por bandas GTG (Figura 1B y 1C, ver a
detalle en Método citogenético con bandas GTG en médula dsea).

6. Tanto de la muestra de SP como de MO, se extrajo gADN para realizar secuenciacion
de exoma (WES).

7. Con el analisis de los archivos FASTQ, se buscaron las firmas mutacionales (Figura 1E).

8. En la MO se estudiaron los cariotipos en cultivos sin estimulacion con
fitohemaglutinina, para analizar solamente las células troncales hematopoyéticas y
en la SP, estimuladas con fitohemaglutinina, se cosecharon para obtencién de
cromosomas, se realizaron bandeo GTG y M-FISH, se hibridd con sondas de tincién
completa con color especifico para M-FISH (Spectra Vision) para cada uno de los 24
diferentes cromosomas. Se adquirieron de 20 a 50 imagenes de metafases y se
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analizaron los cariotipos en microscopio de fluorescencia Imager Z-1 Zeiss. Se registré
el dafio cromosémico numérico y estructural y se calculd la frecuencia de
aberraciones por célula.

A partir de ADN gendmico de cada tejido, se secuencié el exoma utilizando la
plataforma HiSeq de lllumina. Se determind el perfil mutacional de las muestras,
especificamente SNV e indels con el programa GATK (Broad Institute), se uso el
programa SigProfiler (Algoritmo libre del disefio de analisis del Welcom Trust Sanger)
y DeconstrugSig para identificar la presencia de mas de 30 firmas mutacionales
descritas (Alexandrov et al., 2020; Polak et al., 2017) en las muestras de pacientes AF.
Se buscaron las firmas presentes en los pacientes con AF y se buscd si existe una firma
propia de los pacientes AF.

22



Busqueda de
C aberraciones - E
cromosomicas

A Toma de la B Cultivos celulares y

Secuenciacion

muestra extracciones de DNA firmas mutacionales

Extraccion de DNA gendmico o
Médula 6sea (MO) de SP MO T ———————— 5¢.C|€\CI3CION de exoma y

Lectura de metafases para busqueda de firmas
Busqueda de aberraciones M-FISH en sangre periférica mutacionales
cromosomicas en 15-25

directa y cultivo a 48 h.
y q

MO sp (S BTN

= / X v IR INIRIRIEIR]
: (T TR TR TR

RETT i
prpn g
SHUE

Dok do 14

TN EERR
Cultivo de SP a 48 h para

Directa

Sangre periférica (SP) HiSeq (Illumina)

—

Figura 1. Estrategia de estudio

23



Técnicas
Método citogenético con bandas GTG en médula dsea
Siembra
1) A partir de una muestra de 3 mL de médula ésea se sembraron aproximadamente 1-
1.5 mL de médula 6sea en ~5 mL de medio MarrowMax®. Se realizaron por lo menos
dos cultivos primarios.
o Nota: en pacientes con AF, es frecuente encontrar médulas &seas
hipocelulares.
2. Los cultivos primarios de médula ésea se dejaron a 37°C en la incubadora con 5% de
CO; durante 48 h.
3. Se generd una cosecha directa.
o Se afiadieron 10 mL de solucion hipotdnica a 37°C, mas 100 pL de colcemid,
mas 1-2 mL de médula dsea, se dejaron incubando por 30 minutos.
o Se realizé prefijacion en la cosecha (Figura 2).

Cosecha
4. Pasadas las 48 h, se verificaron los cultivos para ver si hubo cambio de coloracién en

el medio, se procurd que hubiera por lo menos un cambio de color ligeramente
amarillo.

5. Se le agregaron 50 uL de colcemid a cada tubo y se dejaron incubando por 1 hora.

6. Luego del tiempo de colcemid, se centrifugaron por 10 minutos a 1500 rpm a
temperatura ambiente.

7. Selesretird el sobrenadante y se afiadieron 10 mL de solucién hipotdnica de KCl 0.075
M sobre el vortex. Se dejé incubando por 1 h.

8. Seagregaron 0.5 mL de fijador Carnoy (metanol: dcido acético en una proporcion 3:1),
se homogeneizé y centrifugd por 10 minutos a 1500 rpm a temperatura ambiente
(prefijacion).

9. Se retird el sobrenandante y se afiadieron 5 mL de fijador Carnoy sobre el vortex
(lavado 1).

10. Se centrifugd por 10 minutos a 1500 rpm a temperatura ambiente.

11. Repetir paso 9 (lavado 2).

12. Se centrifugd por 10 minutos a 1500 rpm a temperatura ambiente.

13. Repetir paso 9 (lavado 3). (Figura 2)

Preparacién de laminillas para analisis microscépico
14. Se retird sobrenandante hasta dejar aproximadamente 0.5 mL de fijador por encima

del botdn y se resuspendio.
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15.

16.

17.
18.

Se dejaron caer tres gotas del botdn resuspendido sobre portaobjetos limpios desde
una distancia de aproximadamente 30-50 cm, se les sopld fuertemente dos veces, se
colocaron sobre una plancha caliente con gasas humedas (~40°C) y se les volvieron a
poner tres gotas de fijador a lo largo de la laminilla.

Después de aproximadamente 1 minuto, se retiraron de la plancha y se secaron de
abajo para monitorearlas bajo el microscopio en contraste de fases y revisar la
presencia o ausencia de metafases, la apertura, nimero de metafases y morfologia
de los cromosomas.

Se gotearon aproximadamente 4 laminillas por cultivo primario.

Se dejaron madurando durante 24 h a 75°Cy otras 24 h a temperatura ambiente sobre
gradillas de vidrio en un horno (Figura 2).

Bandeo

19.

20.

21.

22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.

29.

30.

Se pesaron 0.004 g de tripsina liofilizada y se disolvieron en 40 mL de PBS pH 7.0 a
temperatura ambiente en un coplin.

En otro coplin se agregaron 40 mL de PBS pH 7.0 a temperatura ambiente que serviria
para enjuagar.

En otros dos coplin se agregaron 37.5 mL de solucién Gurr pH 6.8 a temperatura
ambiente. A uno de los coplin se le afiadieron 2.5 mL de colorante Wrigth y al otro 2.5
mL de colorante Giemsa. A ambos colorantes se les limpidé con papel la nata que se
forma en la parte superior.

En otro coplin se colocaron 40 mL de solucion Gurr a pH 6.8 a temperatura ambiente
gue serviria para enjuagar los colorantes.

Se sumergieron las laminillas maduras en la solucién de tripsina durante 45-50
segundos.

Se sacaron de la solucion de tripsina y se enjuagan en el PBS.

Se sumergieron en el colorante Wrigth durante 1:30 minutos.

Se sumergieron en el colorante Giemsa durante 1:30 minutos.

Se enjuagaron rapidamente en un movimiento en la solucién Gurr pH 6.8.
Rapidamente se secaron con una bomba de aire para quitar el agua y mantener una
tincion homogénea.

Se revisaron bajo el microscopio con campo claro a 10X primero y luego a 100X para
evaluar el bandeo, si el bandeo fue adecuado se continua con el mismo procedimiento
con todas las laminillas.

Se guardaron hasta que se analizaron, protegidas del polvo vy la luz del sol (Figura 2).
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Analisis citogenético

31.

32.

33.

34.
35.

36.

37.

Se analizaron de 15-40 metafases, siendo por regla general 20 metafases de por lo
menos dos cultivos primarios bajo el microscopio, inicialmente se buscaron las
metafases a 10X.

Una vez encontrada se agregd aceite de inmersion y se enfocd a 100X.

Se capturaron imdagenes con el programa Cytovysion e lkaros, se analizaron con ayuda
de dicho programa en los casos que fue necesario y se generaron los cariotipos.

Se recabd la informacion de los cariotipos en una hoja de lectura.

Las imdagenes fueron compartidas con otras dos citogenetistas del Laboratorio de
citogenética del Instituto Nacional de Pediatria, para confirmar los hallazgos.
Finalmente se cotejo el resultado entre los tres observadores y en los casos en que
fue necesario se volvié a analizar bajo el microscopio.

Se generd el reporte citogenético especificando la cantidad de aberraciones reunidas
y no reunidas, asi como la presencia de aberraciones clonales y no clonales (Figura 2).
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Metodo M-FISH

Siembra
1.

Cosecha
3.

S.

10.
11.
12.

A partir de una muestra de 3 mL de sangre periférica se sembraron
aproximadamente 0.5-1 mL en ~5 mL de medio RPMI suplementado con
fitohemaglutinina. Se sembraron por lo menos dos cultivos primarios.

Los cultivos primarios de sangre periférica se dejaron a 37°C en la incubadora de
CO; durante 48 h (Figura 3).

Pasadas las 48 h, se verificaron los cultivos para ver si hubo cambio de coloracién
en el medio, se procuré que hubiera por lo menos un cambio de color ligeramente
amarillo.

Se le agregaron 50 uL de colcemid a cada tubo y se dejaron incubando por 1 hora.
Luego del tiempo de colcemid, se centrifugaron por 10 minutos a 1500 rpm a
temperatura ambiente.

Se les retird el sobrenandante y se afiadieron 10 mL de solucién hipotdnica de KCl
0.075 M sobre el vortex. Se dejé incubando por 1 h.

Se agregaron 0.5 mL de fijador Carnoy (metanol: dcido acético en una proporcion
3:1), se homogeneizd y centrifugd por 10 minutos a 1500 rpm a temperatura
ambiente (prefijacién).

Se retird el sobrenandante y se afiadieron 5 mL de fijador Carnoy sobre el vértex
(lavado 1)

Se centrifugd por 10 minutos a 1500 rpm a temperatura ambiente.

Repetir paso 9 (lavado 2).

Se centrifugd por 10 minutos a 1500 rpm a temperatura ambiente.

Repetir paso 9(lavado 3). (Figura 3)

Preparacién de laminillas para analisis microscépico

13.

Se retird sobrenadante hasta dejar aproximadamente 0.5 mlL de fijador por
encima del botdn celular y se resuspendio.

14. Se puso a hervir agua en una plancha caliente, evitando el escape del vapor.

15.

16.

Se dejaron caer tres gotas de acido acético glacial sobre laminillas limpias, luego
se dejaron caer tres gotas del botén resuspendido sobre las laminillas, desde una
distancia de aproximadamente 5-10 cm, se colocaron por 1 segundo sobre el
vapor, se retiraron del vapor, se les pusieron tres gotas de acido acético a lo largo
de la laminilla y finalmente se colocaron sobre una plancha caliente a ~40°C.

Después de aproximadamente 1 minuto, se retiraron de la plancha y se secaron
de abajo para monitorear bajo el microscopio en contraste de fases la presencia o
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17
18

ausencia de metafases, la apertura, nimero de metafases y morfologia de los
cromosomas y principalmente la presencia de citoplasma.

. Se gotearon aproximadamente 4 laminillas por cultivo primario.

. Se dejaron madurando durante 24 hen un horno a 75°Cy otras 24 h atemperatura
ambiente sobre gradillas de vidrio (Figura 3).

Tratamiento pre-hibridacién

19

20.
21.
22.

23.
24.

25.
26.
27.
28.

Desnatur
29

30.
31.
32.
33.
34.
35.

36.

. Se colocaron vasos coplin con 0.1xSSC y 2xSSC en el refrigerador.

Se pusieron a calentar coplin con 2xSSC a 70°C (+/- 1°C) en un bafio de agua.

Las laminillas se colocaron en 2xSSCa 70°C (+/- 1°C) y se incubaron por 30 minutos.
Se quitd el coplin del bafio agua y se dejé enfriar por 20 minutos.

o En este punto se inicid la desnaturalizacion de la sonda.

Las laminillas se transfirieron a 0.1xSSC a temperatura ambiente por 1 minuto.

Se desnaturalizaron las laminillas en NaOH 0.07 N a temperatura ambiente por 1
minuto.

Se colocaron 0.1xSSC a 4°C por 1 minuto.

Se colocaron en 2xSSC a 4°C por 1 minuto.

Se deshidrataron en etanol al 70%, 85% y 100% respectivamente por 1 minuto.
Se dejaron secar al aire (Figura 3).

alizacion de la sonda e hibridacion

. Se afiadieron 8 plL de sonda en un microtubo de 10 pL.

Se desnaturalizd en un termociclador a 75°C (+/- 1°C) por 5 minutos.

Se colocé en hielo brevemente.

Se colocé a 37°C en la incubadora de CO; durante 30 minutos.

Se centrifugd brevemente en una microcentrifuga.

Se afiadieron los 8 pL de sonda sobre la laminilla con las metafases.

Se colocd un cubreobjetos asegurandose que no quedaran burbujas y sellando con
cemento iris.

Se incubd por 1-2 dias en una camara humeda a 37°C que previamente fue
preparada y precalentada (Figura 3).

Lavados post-hibridacion

37
38
39

40
41

. Se precalentd 0.4xSSC pH 7.0-7.5 en un coplin a 72°C (+/-1°C).

. Se removié el sellador y cubreobjetos con cuidado.

. Se colocaron las laminillas en la solucion de 0.4xSSC precalentada a 72°C durante
2 minutos.

. Se incubaron las laminillas en 2xSSC/0.05% Tween, pH 7.0-7.5 por 0.5 minutos.

. Se enjuagaron las laminillas en agua destilada.
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42

. Se dejaron secar al aire (Figura 3).

Contratincién

43

44

45
Analisis

46.

47.

48.

49,

50.

51.

52.

53.

. Se afiadieron 10 microlitros de DAPI/Antifade (6 uL de DAPI + 4 uL de Antifade)
. Se colocd un cubrebjetos de 50x24 mm y se eliminaron las burbujas.
. Se almacenaron las laminillas a -20°C hasta antes de su andlisis (Figura 3).

Enla computadora, se abrio el programa Isis de Metasystemy se abrié una carpeta
nueva para cada caso.

Se capturd la imagen con los parametros preestablecidos, es importante
mencionar que segun la versién de software de ISIS, puede variar el orden de
filtros que se captura.

Se verificd que en cada canal de captura estuviera en el plano adecuado, ya que
generalmente si el color verde estd enfocado, no es el mismo enfoque que se
requiere para enfocar adecuadamente el color magenta; en estos casos se puede
recapturar el color que este enfocado adecuadamente y sobrescribirlo.

Luego de que se capturaron las imagenes, se modificaron los umbrales hasta tener
el color adecuado.

Se separaron los cromosomas tanto automaticamente como manualmente hasta
tener cada uno identificable (con base en el color, el tamafio y las bandas de DAPI
inverso).

Se formo el cariotipo de manera automatica y luego se hicieron las correcciones
de los cromosomas que estuvieran apareados de manera incorrecta, una vez que
se tenia el cariotipo adecuado se anotd en una hoja de Excel el nimero de imagen
y la formula cromosémica.

Finalmente se hizo una segunda revision de las metafases armadas otro
observador con experiencia en el andlisis de M-FISH, se registraron en la hoja de
Excel, hasta completar el analisis de todas las imagenes capturadas. El nimero de
metafases analizadas se encontré en el rango de 30-50.

Con estos datos se obtuvo la frecuencia de aberraciones cromosémicas vy las
proporciones por tipo de aberraciones cromosémicas que posteriormente se
correlacionaron con los datos de firmas mutacionales y de bandas GTG (Figura 3).
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Detalle técnico del M-FISH

EL FISH multicolor se basa en la hibridacion simultdanea de sondas de tincion especifica para
cada cromosoma en el genoma de interés (24 diferentes en el caso del ser humano), con
diferente combinacién de fluorocromo o fluordrofos. El nidmero de combinaciones
Booleanas de 2 fluordrofos es 2N-1; por lo que hay 31 combinaciones posibles para 5
fluorérofos. El marcaje combinatorio hace posible discriminar muchos mas blancos que el
numero de fluorérofos resolvibles espectralmente. Se usan cinco colores diferenciales
espectralmente ya sea solos o en combinacion para crear una mezcla de sondas, con una
particular firma espectral para cada cromosoma (Arsham etal., 2017). En la tabla 2 se
muestran los fluoréforos usados y los filtros recomendados por el fabricante para realizar la
captura (Los filtros pueden ser consultados para verificar su espectro de absorcién y emision
en la siguiente pagina:https://www.chroma.com/products/fluorochrome). Una vez que las
imdgenes son adquiridas en los 6 diferentes fluorérofos (incluyendo DAPI), se hace el
sobrelapamiento de manera automatica en el programa ISIS y se separa cada cromosoma
para posteriormente realizar el ordenamiento de estos en el modo de cariotipo (Figura 4). El
ordenamiento se realiza basandose en el tamafio del cromosoma, posicion de centromero,
en el patrén de bandas por DAPI inverso y posteriormente por el color de los fluoréforos
sobrelapados o de manera individual (Figura 5). Finalmente se obtiene el cariotipo ordenado
y se recomienda hacer uso del color falso para discriminar si hay alteraciones en alguno de
los cromosomas (Figura 6). La firma de color Unica para cada par cromosomico se logra del
marcaje diferencial que se obtiene de acuerdo a la combinacién de fluordforos que se
muestra en el cuadro de la figura 6.

Marcaje del fluoréfo Filtro CHROMA | Color percibido por el
recomendado ojo humano

DAPI (Contratincién) SP-100 Azul

Aqua 31036v2 Cian

Green MF-101 Verde

Orange 31003 Rojo

Red SP-107 (SP-103v1) Magenta
SP-104v2 Amarillo

Tabla 2. Mostrando los diferentes fluorérofos que se usan para la adquisicion de imagenes, el filtro recomendado
por el fabricante y el color que percibe el ojo humano.
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Near infrared

Figura 4. Se muestran las imagenes de metafases adquiridas en el M-FISH. Durante la adquisicion se toman 6 fotos para los diferentes fluorocromos: verde (), amarillo (Cy5),
azul (DAPI), Aqua (), Rojo (FIT-C) y Magenta (Cy3). El orden en que se toman los fluorocromos puede variar segun la configuracion del programa ISIS o su version. Nétese que
en cada fluorocromo se tihen cromosomas diferencialmente, a excepcion del DAPI que tifie a todos, el posterior sobrelapamiento de las 6 diferentes imagenes generan el
color unico a cada par de cromosomas.
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Figura 5. Imagenes de un cariotipo en los diferentes colores para los cuales hay fluorérofos, nétese que los colores que marcan los 24 pares cromosomicos son
diferentes. Se deben verificar en los canales individuales cada par con el fin de comprobar el acomodo correcto, ademas del tamario, posicion de centrémero y color.
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24XCyte
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Figura 6. En la izquierda se muestra en patron de bandas por DAPI invertido que permite ordenar los cromosomas ya que se obtiene un patron de bandas similar al de bandas GTG
(ejemplo). En el centro se muestra el cariotipo con el patrdon de color tUnico para cada cromosoma que se obtiene al sobrelapar los 6 fluordrofos. En la derecha se muestra el patron
de combinacion de colores que tiene cada cromosoma (Imagen tomada del inserto de la sonda para M-FISH 24Xcyte de Metasystem: https://metasystems-
probes.com/en/probes/mfish/d-0125-600-di/)
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Extraccion de ADN a partir de sangre periférica y médula 6sea

1) Se verificd el nombre y nimero de identificacion andnimo del paciente a procesar.

2) Se corrobord el volumen de la muestra a procesar.

3) Se colocé el volumen en el tubo Falcon correspondiente y se verificaron los datos de
la muestra.

4) Se colocaron 3 volumenes de solucion de lisis de rojos (RBC) por cada volumen de
muestra (por ejemplo, por cada 1 mL de muestra, se debieron colocar 3 de solucién
de RBC).

5) Se resuspendid la muestra por inversion (10-15 veces) y se colocd en incubadora a
37°C por 10 minutos.

6) Finalizada la incubacién, se centrifugd a 2000xg por 15 minutos.

7) Se retiré cuidadosamente el sobrenadante con una pipeta Pasteur con filtro. Debia
observarse un pellet blanco.

8) Se afiadio 1 volumen de solucidn de lisis celular (debia ser el mismo volumen de la
sangre original).

9) Se aplicé vortex vigorosamente por 20 segundos

10) Se colocd el bafio de agua a 55°C. Se revisd periddicamente la temperatura hasta
garantizar su estabilidad al menos por 15 min.

11) Se prepard una cava pequefia con hielo.

12) Se afiadieron 15 pL de solucion de RNAsa y se mezcld por inversion (15 veces).

13)

14) Se agregaron 15 pL de proteinasa K y se incubé en bafio de agua a 55°C por 30

Se incubd a 37°C en incubadora por 30 minutos.

minutos.

15) Finalizada la incubacidn, se colocd la muestra rapidamente en hielo por 1-2 min. La
incubacion en hielo se podia prolongar por toda la noche, ya que su funcién es
detener la actividad enzimatica de la RNAsa.

16) Se agregd 1 mL de solucion precipitadora de proteinas, y se aplicé vortex
vigorosamente por 20 s.

17) Se centrifugaron las muestras a 2000xg por 10 minutos (a 4°C).

18) Se rotularon tubos eppendorf estériles de 1.5 mL, de acuerdo con el nimero de
muestras que se estaban procesando.

19) Se usd una micropipeta y se colocéd el sobrenadante en el tubo de 1.5 mL
correspondiente. Se tuvo cuidado de no remover el contenido del peHet botdn
durante este paso.
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20) Se agregaron 300 pL de isopropanol a cada tubo. Para tubos pequefios (1.5-2 mL) se
completd con isopropanol hasta aproximadamente 1.3-1.4 mL. Para tubos grandes
de 15 se colocd el mismo volumen de isopropanol que del volumen que ya tenia el
tubo (Si el tubo tiene 4 mL, coloque 4 mL de isopropanol).

21) Se afiadié 1 plL de glicégeno a cada tubo (independientemente del volumen, se
agrego lo mismo para muestras grandes o pequefias, ya que ayuda a visualizar el
ADN).

22) Se mezclaron las muestras por inversion 50 veces. El ADN debia observarse como un
hilo fino.

23) Se centrifugd durante 1 min a 13000-16000 xg. El ADN debia observarse como un
botdn blanquecino. Para tubos de 15 mL se centrifugd a 2000 xg por 5 minutos.

24) Se us6 una micropipeta para retirar el sobrenadante. Cuidando no tocar el botén (se
tratd de dejar el menor volumen, no era necesario que quedara totalmente seco).
Para tubos de 1.5 mL, se dejé aproximadamente 100-200 pL.

25) Se afiadieron 300 pL de etanol al 70% a cada muestra. Se invirtié varias veces (25
veces) para lavar el botdn de ADN.

26) Se centrifugaron las muestras por 5 min a 13000-16000 xg a 4°C.

27) Se calentd en el termobloque a 55°C.

28) Con ayuda de una micropipeta de 1 mL, se retird el sobrenadante, hasta descartar el
maximo volumen posible sin tocar el botdn.

29) Se colocaron los tubos en el termobloque por al menos 15 minutos. Transcurrido ese
tiempo, se revisaron periddicamente los tubos hasta que se asegurd que el botén
estaba completamente seco (este paso pudo tardar hasta 25-30 min).

30) Se ubicd la solucion de TE-Low EDTA.

31) Se disolvid el ADN de la siguiente manera:

A. Si el boton era facilmente visible y abundante: se disolvié en 50 ulL de Buffer
TE-Low EDTA.

B. Si el botdn era escaso o poco visible: se disolvidé en 22 uL de Buffer TE-Low
EDTA.

32) Se resuspendio ligeramente la muestra con golpecitos para ayudar a diluir el botdn.

33) Se colocé en el bloque a 65°C por 10 minutos.

34) Se almacenaron las muestras en refrigeracién hasta el momento de la lectura en el
Nanodrop.
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35) Estas muestras fueron enviadas a secuenciacion de WES con la empresa NOVOGENE
y posteriormente fueron devueltos los archivos FASTQ de todas aquellas muestras
qgue hubiesen pasado la prueba de calidad.

Método de firmas mutacionales

Una vez que se obtuvieron los archivos FASTQ, se realizd el procesamiento de los datos para
obtener las firmas mutacionales usando herramientas en Linux y Python, de la siguiente
manera:

Preparacién del entorno de trabajo

Se instalaron los paquetes y programas necesarios para realizar el analisis, los cuales
incluyeron: Python, SigProfiler, SAMtools y BWA. Igualmente se cred una carpeta de trabajo
donde se fueron almacenando los archivos necesarios que se iban generando.

Preprocesamiento de los archivos FASTQ

Una vez obtenidos los archivos Fastqg del proveedor del servicio, se realizd un
preprocesamiento de los datos observando en que calidad venian con la herramienta
FASTQC y poder determinar y eliminar lecturas erréneas, adaptadores y realizar el
“trimming” o recorte de bases de mala calidad con el programa Trimmomatic.

Posteriormente, se realizé nuevamente la evaluacion de los archivos con FASTQC para
determinar si los archivos ya tenian los pardametros dptimos para continuar con el andlisis de
las firmas mutacionales.

Anotacién y calibracion de las lecturas contra genoma de referencia

Una vez que se obtuvieron las lecturas de buena calidad se continud con la anotacién de
éstas contra el genoma de referencia la version GRCh38 con ayuda del programa BWA. A
continuacion, se realizé la calibracion de las bases anotadas de cada lectura con ayuda de la
herramienta GATK donde se empled el BaseRecalibrator y ApplyBQSR para este proceso.

Identificacion de variantes somaticas

Para obtener el archivo VCF con las variantes somaticas presentes en cada muestra se utilizd
el programa MUTEC?2, el cual puede detectar mutaciones cortas, que incluyen alteraciones
de un solo nucledtido (SNV) e inserciones y deleciones (INDEL).

Obtencién de firmas mutacionales

Para poder determinar las firmas mutacionales presentes en los pacientes con anemia de
Fanconi se usé el programa SigProfiler tool, el cual utiliza como entrada los archivos VCF
generados con MUTEC2. El programa genera resultados de las firmas mutacionales de
cambio de un solo nucledtido (SBS), de doble sustitucién (DBS) y las de inserciones y
deleciones (ID).
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Analisis de firmas mutacionales

Una vez obtenidos los resultados, se determinaron las firmas que estaban presentes en los
pacientes con anemia de Fanconi. Se realizé una busqueda bibliografica de los procesos que
pueden estar generando estas firmas en los pacientes y llegar a proponer el mecanismo de
generacion de la firma en el contexto de la enfermedad.

También se revisaron los archivos que indican la cantidad de mutaciones que tuvo cada
muestra, con el fin de comparar el nUmero de mutaciones entre las muestras de SP y MO de
cada paciente y entre pacientes.

Una versidon mas extensa del pipeline que uso para obtener las firmas mutacionales puede
ser encontrado en el repositorio de Github
(https://github.com/ehatl/Mutational Signature pipeline), donde estd almacenado el
codigo de Python y Unix que se uso para la obtencion de las firmas mutacionales y que es el
proyecto de tesis de licenciatura de la Bioguimica Diagndstica Enya Enara Martinez Torres
quien participo en este proyecto (Martinez , 2023).

Resultados

A continuacion, se describe la poblacién de estudio. Enseguida, debido a que no fue posible
realizar los tres tipos de estudio en los 15 pacientes que se incluyeron, se presentan los datos
de 5 de ellos, en los cuales se realizaron los tres ensayos (Bandeo G, M-FISH y Firmas
mutacionales). Posteriormente, se describen los resultados obtenidos por bandas GTG en 15
pacientes, y los datos obtenidos de firmas mutacionales en 10 de ellos.

Poblacion de Estudio

Datos generales de los pacientes

La mediana de edad de los pacientes fue de 9 afios. Respecto al grado de falla medular, los
pacientes se distribuyeron en: 2 sin falla, 4 con FM leve, 5 FM moderada, 1 FM grave, 3
LMA/SMD (Figura 7Cy Tabla 3).

La proporcion de mujeres respecto a hombres es de 1.5:1 (Figura 7A). La mediana de edad,
de presentacion de falla medular en los pacientes fue de en 15.15 afios sin falla, 7.2 falla
medular leve, 8.9 falla moderada, 12 falla medular grave, y 13.8 SMD/LMA.
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Tabla 3. Descripcion de la poblacion de estudio (N=15).

ID paciente Edad Grado de falla medular (1=Sin falla, Sexo
(afios) 2=Leve,3=moderada,4=grave,5=SMD
/LMA)
RAFMex00 5.5 Leve Masculino
29
RAFMex00 5.5 Leve Masculino
06
RAFMex00 6.3 Moderada Femenino
09
RAFMex00 6.7 Moderada Femenino
10
RAFMex00 7.2 Leve Femenino
05
RAFMex00 8.3 Sin falla Femenino
02
RAFMex00 8.9 Moderada Femenino
11
FANC170 9 SMD/LMA Femenino
RAFMex00 9.7 Moderada Femenino
07
RAFMex00 11.7 Leve Masculino
08
RAFMex00 12 Grave Femenino
26
RAFMex00 13.3 Moderada Femenino
18
RAFMex00 13.8 SMD/LMA Masculino
31
RAFMex00 17.3 SMD/LMA Masculino
15
RAFMex00 22 Sin falla Masculino
27

Tabla 3.- Descripcion de la poblacion de estudio (N=15). SD= Sin dato.
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A Proporcién de sexos
151
mujeres:hombres
B Mujeres
B Hombres
B Grado de falla medular y las medianas de edad en las que se presenta
cada grado
16 15.15
13.8
14 1
12
10 8.9
E=}
& 3 7.2
w
6
a4
2
]

Grado de falla medular

W Sin falla M leve B moderada i grave mSMD/LMA

Figura 7.- A) Gréfico de dona que muestra la proporcion de hombres y mujeres estudiados, hubo una relacion de 1.5 a 1 de mujeres: hombres. B) Grafica de
falla medular en 15 pacientes AF. Sobre las barras se presenta la mediana de edad para cada grado de falla medular. SMD/LMA= sindrome
mielodisplasico/leucemia mieloide aguda.
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Resultados de los tres ensayos en 5 pacientes con AF.

Paciente 1 - FANC170 - 9 aflos - LMA
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Firmas mutacionales

SBS1
SBS5
SBS29
SB842
DBS78
D83

MO

Resultado | 43,XX,-6,-15,-19[1]/44,XX,-15,-19[1]/44,X,chtb(X)(q25),chtb(7)(q11),chtb(8)(q13),chtb(9)(q13),-17,-

con 22[1]/45,X,chtb(X)(p11.2),chtb(1)(q32),chbr(3)(q12),-7,?add(q11)(10)[1]/45,XX,chtb(7)(p15),chtb(17)(p11),-
bandas G | 14[1]45,XX,-15[1]/46,XX,chbr(1)(g21)[1]/46,XX,chtb(9)(q11),-
19,+mar[1]/46,XX,chtb(13)(q22)[1]/47,XX,+12[1]/46,XX,chbr(2)(q31)[1]/46,XX[15]

Fr ia de aberrantes GTG 0.4230769231

Frecuencia de aberraciones por célula GTG 1.038461538

Frecuencia de aberraciones clonales GTG 0

Frecuencia de metafases aberrantes MFISH SP 0.928571429

Frecuencia de aberraciones por célula M-FISH SP 1.714285714

Frecuencia de aberraciones clonales M-FISH SP 0.79

Firmas mutacionales presentes SBS1, SBS5, DBS789 e ID83
Numero de mutaciones de firmas SBS 680

NUmero de mutaciones de firmas DBS 81

Numero de mutaciones de firmas ID 44

Figura 8- Datos obtenidos porlos tres ensayos en pacientes FANC170. Se muestra el resultado de bandas GTG, las frecuencias de
aberraciones observadas en bandas GTG, las frecuencias de aberraciones obtenidas por M-FISH, el tipo de firmas mutacionales
encontradas y el numero de cada unade ellas. Se muestran unaimagen de bandas GTG (izquierda) y M-FISH (centro); se muestra la

gréfica de firmas mutacionales con el tipo y nimero de mutaciones de cada tipo (derecha).

La paciente FANC170, tenia 9 afios al momento de la toma de muestra de MO, cursaba con

LMA y habia recibido la primera quimioterapia, la paciente fallecié debido a la LMA. Con
bandas GTG, se obtuvo un resultado sin clonalidad, con una frecuencia de metafases
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aberrantes de 0.42 y frecuencia de aberraciones por célula de 1.038. Respecto a lo
obtenido por M-FISH, se encontré presencia de clonalidad, con una frecuencia de 0.79, que
incluia la monosomia 7 y una probable translocacién entre el cromosoma 2 y 3. En relacion
a las firmas mutacionales, se obtuvieron SBS1, SBS5, DBS789 e I1D83, siendo la SBS5, la que
se encontré en mayor cantidad.

Paciente 2 - RAFMex0005 — 7.2 afios — Falla medular leve

RAFMex0005

A (ETRIE
zi AT ETET

#8848 B8 a5 2 g uni

”

x

RAFMex0005 (7.2a)

)y

x1

% 2 A

2
46, XX

MO

m sest

MOySP

Nomare do mutacionee.

g

SSP.
DBS MO:
BS SP-
Mo-
[LF12

Firmas mutacionales

W sess
$BS29
® SBS42
W D378
= D83

Resultado con bandas | 40,XX,-2,-5,-9,-15,-15,-17[1]/42,XX,-10,-12,-20,-21[1]/44,XX,-6,-20[1]/44,XX,-4,-
G 8[1]/44,XX,chtb(8)(p11),-9,-20[1]/45,XX,-14[1]/45,XX,-19[1]/46,XX[13]
I ia.de aberrantes GTG 0.35
Frecuencia de aberraciones por célula GTG 0.9
Frecuencia de aberraciones clonales GTG 0
Frecuencia de metafases aberrantes MFISH SP 0.307692 308
Frecuencia de aberraciones por célula M-FISH SP 0.538461538
Frecuencia de aberraciones clonales M-FISH SP 0
Firmas mutacionales presentes SBSS, SBS29, DBS78 e ID83
Numero de mutaciones de firmas SBS 1562 (MO) / 1731 (SP)
Numero de mutaciones de firmas DBS 46 (MO) / 35 (SP)
Numero de mutaciones de firmas ID 27 (MO) / 26 (SP)

Figura 9. Se muestra la tabla con los datos obtenidos por los tres ensayos en pacientes RAFMex0005. Se muestra la tabla con
el resultado de bandas GTG, las frecuencias de aberraciones obtenidas en bandas GTG, las frecuencias de aberraciones
obtenidas por M-FISH, el tipo de firmas mutacionales encontradas y el nimero de cada una de ellas. Se muestran una imagen
representativa de bandas GTG (izquierda) y M-FISH (centro); se muestra la grafica de firmas mutacionales con el tipo y nimero
de mutaciones de cada tipo (derecha).

La paciente RAFMex0005 tenia 7.2 afios al momento de la toma de muestra de MO, cursaba
con falla medular leve y no presentd clonalidad, respecto a las frecuencias, se encontro lo
siguiente, de metafases aberrantes 0.35, de aberraciones por célula 0.9. En el M-FISH, de
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metafases anormales fue de 0.3 y de aberraciones por célula fue de 0.43, ademads de que
tampoco reveld la presencia de clonas. Respecto a las firmas mutacionales, se encontraron
SBS5, SBS29, DBS78 e ID83. siendo la SBS5 y SBS29 las que mayor nimero de mutaciones
tuvieron.

Paciente 3 - RAFMex0006 - 5.5 afios — Falla medular leve
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Firmas mutacionales
Resultado con bandas G 41,XY,-2,-3,-4,-12,-13[1]/45,XY,-8[2]/45,XY,-9[2]/45,XY,-
20[1)/46,XY,chtb(20)(q11)[1]/46,XY,chtb(5)(q31),?inv(7)(p22p12),del(13)(q22q32)
[11/46,XY,del(5)(q31), ?rec(14)[1]/46,XY,del(10)(q24)[1]/46 XY[15]
Erecuencia de metafases aberrantes GTG 0.4
Frecuencia de aberraciones por célula GTG 0.6
Frecuencia de aberraciones clonales GTG 0
Frecuencia de metafases aberrantes M-FISH SP 0.392
Frecuencia de aberraciones por célula M-FISH SP 0.53
Frecuencia de aberraciones clonales M-FISH SP 0
Firmas mutacionales presentes SBS1, SBS5, SBS29, SBS42, DBS78 e ID83
Numero de mutaciones de firmas SBS 3486 (MO) / 3153 (SP)
Nidmero de mutaciones de firmas DBS 149 (MO) / 114 (SP)
Nidmero de mutaciones de firmas ID 245 (MO) / 169 (SP)

Figura 10. Se muestra la tabla con los datos obtenidos por los tres ensayos en pacientes RAFMex0006. Se muestra la tabla con el
resultado de bandas GTG, las frecuencias de aberraciones obtenidas en bandas GTG, las frecuencias de aberraciones obtenidas por M-
FISH, el tipo de firmas mutacionales encontradas y el nimero de cada una de ellas. Se muestran una imagen representativa de bandas
GTG (izquierda) y M-FISH (centro); se muestra la grafica de firmas mutacionales con el tipo y numero de mutaciones de cada tipo
(derecha).

La paciente RAFMex0006 tenia 5.5 afios al momento de la toma de muestra de MO, cursaba
con falla medular leve al momento de la toma de muestra y no presentd clonalidad por
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analisis de bandas GTG, respecto a las frecuencias encontradas, fueron las siguientes: de
metafases aberrantes fue de 0.4, de aberraciones por célula de 0.6. En el M-FISH, de
metafases aberrantes fue de 0.39 y la de aberraciones por célula fue de 0.53, tampoco se
reveld la presencia de clonas, Respecto a las firmas mutacionales, se encontraron la SBS1,
SBS5, SBS29, SBS42, DBS78 e ID83, siendo la SBS29 y SBS42 las que mayor nimero de
mutaciones tuvieron, llama la atencion que solamente en SP se encontré SBS5.

Paciente 4 - RAFMex0007 — 9.7 afos — Falla medular moderada
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Firmas mutacionales

Resultado con bandas G | 39,XX,-1,-7,-12,-13,-14,-14,-20[1]/42,XX,-1,-3,-5,-12[1] /44,XX,-5,-22[1]/45,XX,-
19[1]/45,XX,-
22[1]/46,XX,chtb(3)(q25)[1]/46,XX,?add(5)(q31),del(18)(q22)[1]/46,X,chtb(X)(g2
6)[1]/46,XX[12]

Er ia.de aberrantes GTG 0.4

Frecuencia de aberraciones por célula GTG 0.95

Frecuencia de aberraciones clonales GTG 0

Frecuencia de metafases aberrantes M-FISH SP 0:57

Frecuencia de aberraciones por célula M-FISH SP 0.88

Frecuencia de aberraciones clonales M-FISH SP 0

Firmas mutacionales presentes SBS5, SBS29, DBS78 e ID83

Ndmero de mutaciones de firmas SBS 1370 (MO) / 1310 (SP)

NiUmero de mutaciones de firmas DBS 64 (MO) / 41 (SP)

Nimero de mutaciones de firmas ID 34 (MO) /33 (SP)

Figura 11. Se muestra la tabla con los datos obtenidos por los tres ensayos en pacientes RAFMex007. Se muestra la
tabla con el resultado de bandas GTG, las frecuencias de aberraciones obtenidas en bandas GTG, las frecuencias
de aberfaciones obtenidas por M-FISH, el tipo de firmas mutacionales encontradas y el numero de cada una de ellas.
Se mueLtran una imagen representativa de bandas GTG (izquierda) y M-FISH (centro); se muestra la gréfica de firmas
mutacionales con el tipo y numero de mutaciones de cada tipo (derecha).
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La paciente RAFMex0007 tenia 9.7 afios al momento de la toma de muestra de MO, cursaba
con falla medular moderada al momento de la toma de muestra y no presenté clonalidad
por analisis de bandas GTG, la frecuencia de metafases aberrantes fue de 0.4 y una
frecuencia de aberraciones por célula de 0.95. El M-FISH tampoco reveld la presencia de
clonas, la frecuencia de metafases aberrantes fue de 0.51 y la frecuencia de aberraciones
por célula fue de 0.88. Respecto a las firmas mutacionales, se encontraron las SBS5, SBS29,
DBS78 e ID83, siendo la SBS5 y SBS29 las que mayor numero de mutaciones tuvieron.

Paciente 5 - RAFMex0008 — 11.7 afios — Falla medular leve
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Firmas mutacionales
Resultado con bandas G 44,XY,del(3)(p25),-13,-18[1]/45,XY,-9[1]/45,XY,-12[1]/45,XY,-17[1]/45,XY,-21[1]/45,X,-
Y[1]/46,XY,chtb(4)(p11)[1]/
46,XY,del(7)(q31)[1]/46,XY,?rec(10)[1]/
46,XY,del(10)(p11),del(18)(p11)[1] /46,XY[9]
Fri ig.de aberrantes GTG 0.55
Frecuencia de aberraciones por célula GTG 0.65
Frecuencia de aberraciones clonales GTG 0
Frecuencia de metafases aberrantes M-FISH SP 0.36
Frecuencia de aberraciones por célula M-FISH SP 0.89
Frecuencia de aberraciones clonales M-FISH SP 0
Firmas mutacionales presentes SBS5,SBS29, DBS78 e ID83
Numero de mutaciones de firmas SBS 2754 (MO) /1677 (SP)
Nimero de mutaciones de firmas DBS 57 (MO) /43 (SP)
NiUmero de mutaciones de firmas ID 24 (MO) /37 (SP)

Figura 12. Se muestra la tabla con los datos obtenidos por los tres ensayos en pacientes RAFMex0008. Se muestra la tabla con el
resultado de bandas GTG, las frecuencias de aberraciones obtenidas en bandas GTG, las frecuencias de aberraciones obtenidas por
M-FISH, el tipo de firmas mutacionales encontradas y el nimero de cada una de ellas. Se muestran una imagen representativa de
bandas GTG (izquierda) y M-FISH (centro); se muestra la grafica de firmas mutacionales con el tipo y nimero de mutaciones de cada
tipo (derecha).
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El paciente RAFMex0008 tenia 11.7 afios al momento de la toma de muestra de MO, cursaba
con falla medular leve al momento de la toma de muestra y no presentod clonalidad por
analisis de bandas GTG, respecto a las frecuencias encontradas, se describen a continuacion:
la de metafases aberrantes fue de 0.55 y la de aberraciones por célula de 0.65. En el M-FISH
la de metafases aberrantes fue de 0.36 y la de aberraciones por célula fue de 0.89, tampoco
se reveld la presencia de clonas. Respecto a las firmas mutacionales, se encontraron las
SBS5, SBS29, DBS78 e ID83, siendo la SBS5 y SBS29 las que mayor numero de mutaciones
tuvieron.

Correlaciones en 5 pacientes con los 3 ensayos

Se buscaron correlaciones y se utilizd el andlisis de correlacion de Spearman entre las
diferentes variables: frecuencia de células aberrantes, frecuencia de aberraciones por célula,
tanto en MO como en SP; el nimero de mutaciones de cada firma mutacional, haciendo
énfasis en las mutaciones SBS y el nimero de mutaciones totales en MO y SP.

Se obtuvo una correlacién negativa entre el nimero de mutaciones totales en SP observadas
en firmas mutacionales y la frecuencia de células aberrantes en SP por M-FISH (r=-1,p=0.016)
y una correlacién negativa entre el nimero de mutaciones totales en MO observadas por
firmas mutacionales y la frecuencia de aberraciones por célula observada en MO por bandas
GTG (r=-1,p=0.016).

Correlaciéon negativa entre numero de mutaciones totales MO
y frecuencia de aberraciones/celula
en bandas GTG, MO

8000- r=-1, p=0.016
g
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o 2000-

o

E 0 -

S 0 T T T T =T 1
z 06 07 08 09 10 14

-2000- Frecuencia de aberraciones/célula . s .
GTG, MO Figura 13. Se muestran las gréficas de correlacion.

Panel superior, se observa una correlacion negativa
entre mutaciones totales en MO, detectadas en
firmas mutacionales y la frecuencia de aberraciones
porcélula detectadas en MO por bandas GTG. Panel
inferior, se muestra una correlacion negativa entre el

= gl numero de mutaciones totales en SP y la frecuencia
de células aberrantes en SP observadas por M-FISH.

Correlacion negativa entre mutaciones totales en SP y
frecuencia de células aberrantes M-FISH en SP
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2000+
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0 T T T T - 1
00 02 04 06 08 10

Frecuencia de células
aberrantes, M-FISH, SP
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Resultados de bandas G en 15 pacientes.

Con el fin de evaluar si hay correlacion entre la cantidad de dafio cromosdmico y la edad, se
tomaron en cuenta los 15 pacientes que se captaron en el tiempo programado. Los
pacientes estan ordenados por edad de menor a mayor.

Paciente 1 - RAFMex0029 — 5.5 afios — Falla medular leve

Resultado 43,XY,chtb(2)(q11),-6,-12,-20/45,XY,-

considerando | 6/45,XY,-20/45,XY,-

todas las | 22/45,XY,del(2)(q?21),chtb(4)(g35),- 3}(‘ ég‘

aberraciones 10/46,XY,del(1)(p11)/46,XY,chtb(2)(q11),d 3RAFMex0029 : E
el(5)(q14)/46,XY,chtb(7)(q21.3)/46,XY,cht §§ q§ §€ '{J ﬁ f‘,?. :;‘!
b(8)(g22)/46,XY,del(11)(q23)/46,XY,- W s
17,+mar/46,XY[9] B a8 Qﬁ f;g BE sa

Frecuencia de metafases | 0.55 " B ° —_ ° z ®

aberrantes GTG Bd A2 A% B3 ﬁ B

Frecuencia de aberraciones | 0.9 G 2 2 2 % ¥

por célula GTG

Frecuencia de aberraciones | O

clonales GTG

Figura 14. Se muestra la tabla con los resultados obtenidos de frecuencia de metafases aberrantes, frecuencia de
aberraciones por célula y frecuencia de aberraciones clonales del paciente RAFMex0029. A la derecha se muestra una
imagen representativa de los cromosomas observados

El paciente RAFMex0029 con 5.5 afios y FM leve, no mostrd presencia de aberraciones
clonales, la frecuencia de metafases aberrantes fue de 0.55 y la de aberraciones por célula
fue de 0.9. Figura 14.

48



Paciente 2 - RAFMex0006 - 5.5 afos — Falla medular leve

, RAFMex0006
Resultado 41,XY,-2,-3,-4,-12,-13[1]/45 XY, - .’{ ll ‘; ; ‘
considerando 8[2]/45,XY,-9[2]/45,XY,- ! \3 . ( ’( !‘
todas las | 20[1]/46,XY,chtb(20)(q11)[1]/46,X ‘ :

aberraciones Y,chtb(5)(g31),?inv(7)(p22p12),de 3i !g “ x; g‘ ;: ;:

1(13)(022932)[1]/46,XY,del(5)(g31

), ?rec(14)[1])/46,XY,del(10)(q24)[1 “ TR IINIE]
1/46,XY[15] . g . . . "

"

48.XY
Frecuencia de metafases aberrant'es GTG 0.4 T 28 sa b2 ‘ B
Frecuencia de aberraciones por célula GTG | 0.6 N ® ” =
Frecuencia de aberraciones clonales GTG 0

Figura 15. Se muestra la tabla con los resultados obtenidos de frecuencia de metafases aberrantes, frecuencia de
aberraciones por célula y frecuencia de aberraciones clonales del paciente RAFMex0006. A la derecha se muestra una
imagen representativa de los cromosomas observados.

El paciente RAFMex0006 con 5.5 afios y FM leve, no mostrd presencia de aberraciones
clonales, la frecuencia de metafases aberrantes fue de 0.4 y la de aberraciones por célula fue
de 0.6. Figura 15.

Paciente 3 - RAFMex0009 — 6.3 afios — Falla medular moderada
Resultado 44 ,XX,-20,-21[1]/45,N[2]/45,XX, -
considerand | 17[1]/45,XX,- "
o todas las | 20[1]/46XX,chtb(1)(q11)[1]/46,XX,ch | “§ ! l( ?! ‘( "
aberraciones | tb(6)(p21)[1]/46,XX,del(6)(q25),del(1 | * & & , , ,

2)(p13)[11/46,XX,del(7)(p15),del(15)(

W
022)[11/46 X%,del(7)(36)[1)/46 X d | # & 2! ’l HEAIR1E1

el(7)(p21p15)[11/46,XX,- : 2 4
11,+mar[1]/46,XX,?inv(14)(q11.2932) “ l' " ’.,’ =n. ‘...

[1]/46,XX[30] RAFMexOOOB‘ , l
Frecuencia de metafases aberrantes GTG | 0.302 AL teo & %

46,XX

Frecuencia de aberraciones por célula GTG | 0.348
Frecuencia de aberraciones clonales GTG | 0

Figura 16. Se muestra la tabla con los resultados obtenidos de frecuencia de metafases aberrantes, frecuencia de
aberraciones por célula y frecuencia de aberraciones clonales del paciente RAFMex0009. A la derecha se muestra
una imagen representativa de los cromosomas observados

El paciente RAFMex0009 con 6.3 afios y FM moderada, no mostré presencia de aberraciones
clonales, la frecuencia de metafases aberrantes fue de 0.302 vy la de aberraciones por célula
fue de 0.348. Figura 16.
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Paciente 4 - RAFMex0010 - 6.7 aiflos — Falla medular moderada

Resultado
considerand

41,XX,-5,-9,-18,-21,-21[1]/45 XX,-18[1]/45, XX, -
21[1]/45,XX,chtb(3)(g11),chtb(17)(q12),-21[1]/
46,X,chtb(X)(q25),chtb(3)(p11)[1]/46,XX,chtb(1
)(a21)[1]/
46,XX,chtb(3)(p14
46,XX,chtb(6)(p21
6)(g16)[1]/
46,XX,chtb(8)(g24)[1]/46,XX,chtb(9)(g22)[1]/46
XX, del(22)(g13)[1)/
46,XX,chtb(20)(p13)[1]/46,XX[6]

o todas las
aberraciones
)[1]1/46,XX,chtb(3)(p11)[1]/

),chtb(9)(q12)[1]/46,XX,chtb(

RAFMex0010

CIoaistien g
i 2 Moo

Frecuencia de metafases aberrantes GTG | 0.7
Frecuencia de aberraciones por célula GTG | 1.05
Frecuencia de aberraciones clonales GTG | O

Figura 17. Se muestra la tabla con los resultados obtenidos de frecuencia de metafases aberrantes, frecuencia de
aberraciones por célula y frecuencia de aberraciones clonales del paciente RAFMex0010. A la derecha se muestra una

imagen representativa de los cromosomas observados

El paciente RAFMex0010 con 6.7 afios y FM moderada, no mostro presencia de aberraciones

clonales, la frecuencia de metafases aberrantes fue de 0.7 y
de 1.05. Figural7.

Paciente 5 - RAFMex0005 — 7.2 afos — Falla medular leve

la de aberraciones por célula fue

Resultado considerando
todas las aberraciones

40,XX,-2,-5,-9,-15,-15,-
17[1]/42,XX,-10,-12,-20,-
21[1]/44,XX,-6,-20[1]/44,XX,-4,-
8[1]/44,XX,chtb(8)(p11),-9,
20[1]/45,XX,-14[1]/45,XX, -
19[1]/46,XX[13]

Frecuencia de metafases aberrantes GTG | 0.35
Frecuencia de aberraciones por célula GTG | 0.9
Frecuencia de aberraciones clonales GTG | O

RAFMex0005

i SR}

li SETC s a8 2t 8

B 88 B8 35 2% »k

EE 2R as “

2
46,XX

A A

Figura 18. Se muestra la tabla con los resultados obtenidos de frecuencia de metafases aberrantes, frecuencia de
aberraciones por célula y frecuencia de aberraciones clonales del paciente RAFMex0005. A la derecha se muestra una

imagen representativa de los cromosomas observados.
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El paciente RAFMex0005 con 6.3 afios y FM leve, no mostrd presencia de aberraciones
clonales, la frecuencia de metafases aberrantes fue de 0.35 y la de aberraciones por célula

fue de 0.9. Figura 18.

Paciente 6 - RAFMex0026 — 12 afios - Falla medular grave

Resultado 42,XX,-3,-6,-19,-21[1]/43 XX, -
considerando 2,chtb(5)(p11),-10,-13[1]/44,XX,-8,-
todas las | 15[1]/45,XX,chtb(15)(q26),-

aberraciones 20[1]/45,XX,chtb(9)(p11),-11[1]/45,XY,-

21[1]

46,XX,chtb(1)(g32),dup(3)(q26qg27)[1]/4
6,XX,chtb(1)(p21)[1]/46,XX,chtb(8)(p11){
1]/46,XX,chbr(2)(p21)[1]/46,XX,dup(3)(q

26q27)[5]/46,XX[4]

Frecuencia de metafases aberrantes GTG 0.8
Frecuencia de aberraciones por célula GTG | 1.25
Frecuencia de aberraciones clonales GTG 0.3

M ¢ /u;c

RAFMex0026

»l%%l&a!a

is 88 2% &% ::,u

15 16
46,XX,dup(3)(q26q27)

% EE a0 K2

19 20 21 22 X A

Figura 19. Se muestra la tabla con los resultados obtenidos de frecuencia de metafases aberrantes, frecuencia de
aberraciones por célula y frecuencia de aberraciones clonales del paciente RAFMex0026. A la derecha se muestra una
imagen representativa de los cromosomas observados.

El paciente RAFMex0026 con 6.3 afios y FM grave al momento de la toma de muestra, mostro
presencia de aberraciones clonales con una frecuencia de 0.3, la aberracién clonal
encontrada, la duplicacion de 392627, es una de las aberraciones de mayor importancia en
pacientes AF, ya que se ha asociado con progresién a SMD/LMA, la frecuencia de metafases
aberrantes fue de 0.8 y la de aberraciones por célula fue de 1.25. Figura 19.

Paciente 7 - RAFMex0002 — 8.3 afios — Sin falla medular

Resultado considerando
todas las aberraciones

46,XX,chtb(5)(q11),chtb(12)
(p11)[1]/46,XX,chtb(13)(g1
2)[1]/46,XX,?dup(2)(p25)[4]
[46,XX[14]

Frecuencia de metafases aberrantes GTG | 0.3

GTG

Frecuencia de aberraciones por célula | 0.35

Frecuencia de aberraciones clonales GTG | 0.2

1}
g

" @

RE . 5é 34‘3

20 21 2 X v

Figura 20. Se muestra la tabla con los resultados obtenidos de frecuencia de metafases aberrantes, frecuencia de
aberraciones por célula y frecuencia de aberraciones clonales del paciente RAFMex0002. A la derecha se muestra una
imagen representativa de los cromosomas observados.
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El paciente RAFMex0002 con 8.3 afios y sin FM, mostrd presencia de aberraciones clonales,
una presunta duplicacion en 2p25 con una frecuencia de metafases aberrantes fue de 0.3 y
la de aberraciones por célula fue de 0.35. La aberracién clonal no esta descrita en pacientes

AF. Figura 20.

Paciente 8 - RAFMex0011 — 8.9 afios - Falla medular moderada.

Resultado | 45,XX,-14[1]/45,XX,-

considera | 22[1]/46,XX,del(5)(p15)[1]/46,XX,?del(5)(q35) - 'ﬁ" Foost e}

ndo todas | [11/ (".J \)i 14 .}3 %)

las 46,XX,chtb(2)(q10)[1]/46,XX,chtb(5)(p15)[1]/4 -__ RAFRA::oon 7. &9

sberracio | 6XXchtb(8)(11)(1)/ BRI NIRRT,

nes 46,XX,inv(10)(p12p15)[1]/46,XX,?del(11)(g23) LAWY TR L
[1]/46,XX,del(12)(p13)[1]/ 4 } T _'° o
47, XX, +ace[1]/46,XX[9] t( i ”’ :i ¥ 2

46,XX o ’-.

Frecuencia de metafases aberrantes GTG 0.55 ;: ?} L "22" ?X- :

Frecuencia de aberraciones por célula GTG 0.55

Frecuencia de aberraciones clonales GTG 0

Figura 21. Se muestra la tabla con los resultados obtenidos de frecuencia de metafases aberrantes, frecuencia de
aberraciones por célula y frecuencia de aberraciones clonales del paciente RAFMex0011. A la derecha se muestra una
imagen representativa de los cromosomas observados.

El paciente RAFMex0011 con 8.9 afios y FM moderada, no mostro presencia de aberraciones
clonales, la frecuencia de metafases aberrantes fue de 0.55 y la de aberraciones por célula

fue de 0.55. Figura 21.

Paciente 9 - FANC170 - 9 afios — LMA, post primer quimioterapia

Resultado 43,XX,-6,-15,-19[1]/44,XX,-15,-
considerand
o todas las | (9)(a13),-17,-

aberraciones

14[1]45,XX,-

19[1]/44,X,chtb(X)(g25),chtb(7)(q11),chtb(8)(g13),chtb

22[1]/45,X,chtb(X)(p11.2),chtb(1)(q32),chbr(3)(q12),-
7,2add(q11)(10)[1]/45,XX,chtb(7)(p15),chtb(17)(p11),-

15[1]/46,XX,chbr(1)(q21)[1]/46,XX,chtb(9)(q11),-

BN

TR R IR N

19,+mar[1]/46,XX,chtb(13)(q22)[11/47,XX,+12[1)/46xx || RE &N 8BF &% B 1k
,chbr(2)(g31)[1]/46,XX[15] ' ‘ SARER ! . !
Frecuencia de metafases aberrantes GTG 0.423 y v “'L
_ B Bk we a -
Frecuencia de aberraciones por célula GTG | 1.038
Frecuencia de aberraciones clonales GTG 0

Figura 22. Se muestra la tabla con los resultados obtenidos de frecuencia de metafases aberrantes, frecuencia de aberraciones por célula
y frecuencia de aberraciones clonales del paciente FANC170. A la derecha se muestra una imagen representativa de los cromosomas
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El paciente FANC170 con 9 afios y cursaba con LMA, al momento de la toma de muestra ya
habia recibido la primera sesion de quimioterapia, no mostrd presencia de aberraciones
clonales, la frecuencia de metafases aberrantes fue de 0.423 y la de aberraciones por célula

fue de 1.038. Figura 22.

Paciente 10 - RAFMex0007 — 9.7 afios — Falla medular moderada

Resultado
considerando
todas las
aberraciones

426)[1]/46,XX[12]

39,XX,-1,-7,-12,-13,-14,-14,-
20[1]/42,XX,-1,-3,-5,-12[1]/44,XX,-5,-
22[1]/45,XX,-19[1]/45,XX,-
22[1]/46,XX,chtb(3)(q25)[1]/46,XX,?ad
d(5)(931),del(18)(g22)[1]/46,X,chtb(X)(

Frecuencia de metafases aberrantes GTG | 0.4
Frecuencia de aberraciones por célula GTG | 0.95
Frecuencia de aberraciones clonales GTG | O

2% KB 8% a8 as
FERZAARTER2E 5
R BN Ak <% BN Aa

RAFMex0007

=8 FR aa B ’8

Figura 23. Se muestra la tabla con los resultados obtenidos de frecuencia de metafases aberrantes, frecuencia de
aberraciones por célula y frecuencia de aberraciones clonales del paciente RAFMex0007. A la derecha se muestra una imagen

representativa de los cromosomas observados.

El paciente RAFMex007 con 9.7 afios y FM moderada, no mostré presencia de aberraciones
clonales, la frecuencia de metafases aberrantes fue de 0.4 y la de aberraciones por célula fue

de 0.95. Figura 23.

Paciente 11 - RAFMex0008 — 11.7 afios — Falla medular leve

Resultado
considerando
todas las
aberraciones

44,XY,del(3)(p25),-13,-18[1)/45,XY,-
9[1]/45,XY,-12[1]/45,XY,-17[1]/45,XY,-
21[1]/45,X,-Y[1]/46,XY,chtb(4)(p11)[1])/
46,XY,del(7)(q31)[1]/46,XY, ?rec(10)(1]/
46,XY,del(10)(p11),del(18)(p11)[1]

/46,XY[9]
Frecuencia de metafases aberrantes GTG | 0.55
Frecuencia de aberraciones por célula GTG | 0.65
Frecuencia de aberraciones clonales GTG | O

7S 4P 1CINON

N ) Y 4 -

JC iy M TC TR §¢
i " !! s 1"' LT
= 58 :A:Mexoo:s.: : "

1 20 2 2 x 2
46 XY

Figura 24. Se muestra la tabla con los resultados obtenidos de frecuencia de metafases aberrantes, frecuencia de
aberraciones por célula y frecuencia de aberraciones clonales del paciente RAFMex0008. A la derecha se muestra una
imagen representativa de los cromosomas observados.
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El paciente RAFMex0008 con 11.7 afios y FM leve, no mostrd presencia de aberraciones
clonales, la frecuencia de metafases aberrantes fue de 0.55 y la de aberraciones por célula
fue de 0.65. Figura 24.

Paciente 12 - RAFMex0018 — 13.3 afios - Falla medular moderada

Resultado 46,XX,?add(8)(p34)[1]/46,XX,chtb(1)(q
considerando 21) {! ( 2\ '( l‘

todas las | [1]/46,XX,chtb(10)(q24)[1]/46,XX[17] RAFMex0018

aberracio.nes ,‘ ‘g " " '} Qt :‘

Frecuencia de metafases aberrantes GTG | 0.15

Frecuencia de aberraciones por célula GTG | 0.15 “ ! ' ! . ‘ﬁ 28 'l
Frecuencia de aberraciones clonales GTG | O . u n" "

46,XX

88 8% e t@ ’I

1 20 2 2

Figura 25. Se muestra la tabla con los resultados obtenidos de frecuencia de metafases aberrantes, frecuencia de
aberraciones por célula y frecuencia de aberraciones clonales del paciente RAFMex0018. A la derecha se muestra una
imagen representativa de los cromosomas observados.

El paciente RAFMex0018 con 13.3 afios y FM moderada, no mostrd presencia de
aberraciones clonales, la frecuencia de metafases aberrantes fue de 0.15y la de aberraciones
por célula fue de 0.15. Figura 25.

Paciente 13 - RAFMex0031 — 13.8 afios — SMD

Resultado 43,XY,?del(6)(g23)-8,?del(11)(g23),-16,-

considerand | 17/44,X,-Y,-16[1]/44,XY,del(12)(q24),-13,- \/ ..

o todas las | 18[1]/44,XY,-15,-22[1]/45,XY,+17,-20,- ‘:?.C;'_‘ 5( ' { }( g[

aberraciones | 21[1]/45,XY,- . g T aghiecoss =
18[1]/45,XY,add(2)(p25),de|(3)(p14p12),—17[1]/ }% é 'S }t :.; §§ :3 ?:
46,XY,inv(17)(q21.3925[1)/ ; : =
46,XY,del(6)(q25027),add(8)(q24),add(9)(q34)[ | €€ % Fj§ #i 25 §¢
1]/46,XY,del(6)(p23)[1]/46,XY[10] 0T e &

Frecuencia de metafases aberrantes GTG | 0.5 “ ” 4 'f i L

Frecuencia de aberraciones por célula GTG | 1.35 4

Frecuencia de aberraciones clonales GTG | 0

Figura 26. Se muestra la tabla con los resultados obtenidos de frecuencia de metafases aberrantes, frecuencia de
aberraciones por célula y frecuencia de aberraciones clonales del paciente RAFMex0031. A la derecha se muestra una
imagen representativa de los cromosomas observados.
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El paciente RAFMex0031 con 13.8 aflos y SMD, no mostrd presencia de aberraciones
clonales, la frecuencia de metafases aberrantes fue de 0.5 y la de aberraciones por célula fue
de 1.35. Curso con la segunda frecuencia mas alta de aberraciones por célula. Figura 26.

Paciente 14 - RAFMex0015 — 17.3 afios — SMD

P ) 8/
Resultado 45,XY,-7,- :‘( ’( ){‘ " 'c

considerand | 18,+der?(18)t(3;18)(q13.3;q?12)[15]/45,idem,- J RAFMex0015

o todas las | 21,+marl[2]/45,idem,-13,+mar2[1]/ " ( ) “ :‘ “‘ ) ! ;t
aberraciones | 45,idem,del(2)(p23)[1]/45,idem,del(5)(p14)[1] : t : 4 » § \ 2
Frecuencia de metafases aberrantes GTG 1 . ‘ it " £¢ 5%
Frecuencia de aberraciones por célula GTG | 3.15 ? T T TS T
Frecuencia de aberraciones clonales GTG 2.85 d6 Q8 e ,,/ ia ‘ .

® 2

Figura 27. Se muestra la tabla con los resultados obtenidos de frecuencia de metafases aberrantes, frecuencia de
aberraciones por célula y frecuencia de aberraciones clonales del paciente RAFMex0015. A la derecha se muestra una
imagen representativa de los cromosomas observados.

El paciente RAFMex0015 con 17.3 aflos y SMD, mostré una frecuencia de aberraciones
clonales de 2.85, practicamente todas las metafases tuvieron alteraciones, la frecuencia de
metafases aberrantes fue de 1 y la de aberraciones por célula fue de 3.15. Este fue el
paciente con frecuencia mas alta de aberraciones por célula. Figura 27.
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Figura 28. Se muestra la tabla con los resultados obtenidos de frecuencia de metafases aberrantes, frecuencia de
aberraciones por célula y frecuencia de aberraciones clonales del paciente RAFMex0027. A la derecha se muestra una
imagen representativa de los cromosomas observados.
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El paciente RAFMex0027 con 22 afios vy sin falla medular, mostré presencia de aberraciones
clonales, una delecion intersticial de (3)(p13p21), con una frecuencia de 0.25, la frecuencia
de metafases aberrantes fue de 0.45 y la de aberraciones por célula fue de 0.7. Figura 28.

Aberraciones cromosdmicas por caso bandas GTG

Frecuencia de metafases aberrantes sin falla
por caso! GTGJ MO . Falla medular

leve
Falla medular
1 0. moderada

Falla medular
grave

Leucemia
mieloide Aguda y
—_ Sindrome

mielodisplasico

Frecuencia
=
o

0_0. L IS U |
N WD WO WO MWOOOo - —mm M
uuuu“uh—rh—f"-—f? L
Ncaracrhcmamrma
= R=-E-E-R-E-E- R - -
QGQQQQQUQQKQQQK
X X X X X R R O ROOO N
EEEEEEICIR2333:
L L " =SLE=E=0
TSSSS3s g52554¢8

o o f & < < <
o oo
Pacientes

Figura 29. Grafico de barras que muestra las frecuencias de células aberrantes en las diferentes pacientes obtenidas

por analisis de bandas GTG en médula 6sea.
La figura 29 muestra una grafica de las frecuencias de células aberrantes, ordenadas de
acuerdo a la edad de los pacientes. La linea marca la mediana, se observan las clasificaciones
de grado de falla medular en: sin falla, leve, moderada, grave y los casos donde hay sindrome
mielodisplasico (SMD)/leucemia mieloide aguda (LMA). Con flecha negra se marcan los
pacientes que desafortunadamente fallecieron, llama la atencién que dos de estos pacientes
son de los de mayor edad, mientras que otros dos estaban entre los 8 y 9 afios, pero
presentaron falla medular grave o cancer. EL paciente RAFMex0026 mostro falla medular
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grave, lo cual concordd con el hallazgo de la duplicacion del brazo largo del cromosoma 3,
gue esta descrita como uno de los hallazgos mds importantes y graves en médula ésea de
pacientes con AF; este paciente fue ingresado para trasplante de células progenitoras
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Figura 30. Grafico de barras que muestra las frecuencias de aberraciones por célula en las diferentes pacientes
obtenidas por analisis de bandas GTG en médula dsea.

hematopoyéticas pero desatortunadamente tallecio debido a una inteccién oportunista. La
paciente FANC170 fue estudiada cuando ya tenia un diagndstico de LMA y se habia realizado
la primera quimioterapia, la cual hizo que las células mas afectadas a nivel de dafio
cromosomico murieran; esto puede explicar porque se encontrd una frecuencia baja
aberraciones muy parecida a la de los pacientes sin enfermedad neoplasica, en este caso se
observaron con M-FISH, principalmente rupturas, y monosomia 7 asi como otras
aberraciones clonales relacionadas con cambios neoplasicos.

Respecto a los otros dos pacientes que fallecieron, ambos presentaban SMD y se
encontraban entre los 14 y 17 afios. En general, se observd una tendencia a encontrar mas
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células aberrantes conforme aumenta la edad de los pacientes AF. Lo cual sugiere asociacion
entre la edad y el incremento en dafio cromosdmico, pero también fue evidente que la
adquisicion de clonas aumenta con la edad; esto es el resultado de la seleccidn positiva por
alteraciones cromosémicas que confieren ventaja mediante el escape de la apoptosis y la
activacion de vias de proliferacion celular.

La figura 30 muestra una grafica de la frecuencia de aberraciones por célula. Los pacientes
estan ordenados por edad y se observa en general que los pacientes que se encuentran en
la derecha y que presentaron ya sea falla medular grave o SMD, son los que evidenciaron las
frecuencias mas altas de aberraciones por célula, la cual fue mayor a la mediana. Es notable

como RAFMex0026 a pesar de que no tuvo alta frecuencia por célula, las alteraciones que
presentd estaban relacionadas fuertemente con neoplasia (3g+). Asimismo, en los casos de
RAFMex0015 y FANC170 en los que se encontré monosomia 7 mas otras alteraciones y
monosomia 7 sola. FANC170 ademas tuvo en su mayoria aberraciones tipo rupturas, lo que
se relacionan con el hecho de que la muestra fue obtenida después del primer ciclo de
guimioterapia. RAFMex0031 por otro lado, no mostré clonalidad pero si una frecuencia
bastante alta de aberraciones por célula.

Frecuencia de aberraciones por cromosoma en todos los casos bandas GTG en MO
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Figura 31. Se muestra en azul el tamafo proporcional de cada cromosoma al genoma humano y en rojo la frecuencia
de los cromosomas en los cuales se encontraron las aberraciones, ndtese que cromosomas como el 3, 7y 18, otros
pasan por encima de la linea azul, que seria lo esperado si las aberraciones se distribuyeran al azar. Del lado izquierdo
estan las aberraciones. Datos obtenidos por bandas GTG en MO.
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En la figura 31 se muestran los cromosomas que mas frecuentemente se vieron involucrados
en aberraciones cromosémicas por bandas GTG. En color azul esta dividido todo el genoma
entre lo que le corresponde a cada cromosoma, siendo el cromosoma 1 el que mayor
proporcion del genoma representa y por lo tanto donde mas aberraciones se esperarian por
azar. Se puede observar que los cromosomas que tienen mas aberraciones de las esperadas
son: 3, 7, 18.

Panorama de todos los tipos de aberraciones encontradas en los pacientes AF en

MO.

Se muestran en la figura 32 los diferentes tipos de aberraciones que se encontraron por
bandeo GTG y su proporcion, las alteraciones mas frecuentes fueron las deleciones seguidas
de duplicaciones.
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Figura 32. Se muestran el panorama de todas las aberraciones y su proporcion que se presentaron en los pacientes en MO
por bandas GTG. Notese que las deleciones es el tipo de aberracion mas comun.

La grafica 32 muestra a todos los pacientes ordenados por edad y la frecuencia de
aberraciones tanto clonales como no clonales que se observaron, puesto que una célula
podia tener mas de una aberraciodn, la frecuencia puede ser mayor a 1. Se subraya el grado
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de falla medular con colores encima de la barra. La flecha negra indica a los pacientes que
fallecieron. En color azul estan representadas las aberraciones no clonales en MO por bandas
GTG enrojo las aberraciones clonales. La linea oscura marca la mediana de la frecuencia de
aberraciones en MO. Nétese que la mayoria de los pacientes que sobrepasan este son
aquellos que presentaron LMA, SMD o falla medular grave (4/7).

Frecuencia de aberraciones clonales y no clonales en pacientes AF
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Figura 33. Se muestran todas las alteraciones que se obtuvieron tanto por bandas GTG en MO como por M-FISH en SP, en azul
estan las aberraciones no clonales en MO, en rojo las aberraciones no clonales en SP y los demas colores denota la presencia
de clonas.La flecha roja marca los pacientes que han fallecido. En los rectangulos de colores se denota el grado de falla
medular o la presencia de LMA/SMD.
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La grafica 33 muestra a todos los pacientes ordenados por edad y la frecuencia de
aberraciones tanto clonales como no clonales que se observaron, puesto que una célula
podia tener mds de una aberracién, la frecuencia puede ser mayor a 1. Se subraya el grado
de falla medular con colores encima de la barra. La flecha negra indica a los pacientes que
fallecieron. En color azul estdn representadas las aberraciones no clonales en MO por bandas
GTG t en rojo las aberraciones clonales La linea oscura marca la mediana de la frecuencia de
aberraciones en MO. Noétese que la mayoria de los pacientes que sobrepasan este son
aquellos que presentaron LMA, SMD o falla medular grave (4/7).

Correlaciones en bandas GTG

La edad mostrd una correlacion positiva (p =0.048, r=0.52) con la frecuencia de aberraciones
clonales; en la frecuencia de aberraciones no clonales por célula y frecuencia de células
aberrantes, solamente se observa una tendencia a que a mayor edad haya mayor frecuencia
de células aberrantes y de aberraciones. Figura 34.

El grado de falla medular mostré una correlacion significativa con la frecuencia de
aberraciones por célula (p=0.011, r=0.647), es decir a mayor grado de falla medular, mayor
frecuencia de aberraciones por célula.

Correlacion positiva entre frecuencia de aberraciones
clonales bandas GTG, MO y edad

0.6+ r= 0.52, p =0.045

Frecuencia
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T T 1
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Figura 34. Correlacion positiva entre la edad y la frecuencia de aberraciones clonales en
pacientes AF, detectadas por bandas GTG en MO, p<0.05, r0.52
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Dafio gendmico detectado por firmas mutacionales

En 10 de los 15 pacientes estudiados se realizé la busqueda de firmas mutacionales en sangre
periférica y médula dsea, en los pacientes FANC170 sélo se analizé en MO y en RAFMex0015
unicamente en SP. Se obtuvieron las firmas de novo de SBS, DBS e Indels (ID). A continuacion
se describen los resultados obtenidos de cada tipo de firma.

Firmas de sustitucién de una base (SBS)
Respecto a las SBS, se encontraron dos firmas que podrian ser propias de pacientes con AF
(figura 35A y 35B).

La firma SBS96A estd compuesta por SBS46, SBS5 y SBS29, mientras que SBS96B estd
compuesta por SBS5, SBS42, SBS29 y SBS1.

La SBS1 se asocia con la desaminacion espontanea de la 5-metil-citosina, es una firma
parecida a reloj, ya que ocurre a tasas constantes a través del tiempo, se observé en poca
proporcion en las muestras FANC170 y RAFMex0006 de SP y MO. La SBS5 se relaciona con
una firma parecida a reloj y se encontré en todos los pacientes, a excepcion de la muestra
de MO de RAFMex0006.

La firma SBS29 se encontrd en todos los pacientes a excepcion de FANC170, paciente con
LMA que habia recibido su primer quimioterapia al momento de la toma de muestra. Esta
firma se asocia con la masticacién de tabaco en cancer de pulmdn; en el contexto de los
pacientes AF participantes en este estudio, es posible que tenga relacion con la induccién de
lesiones semejantes, por algun mecanismo que hasta el momento no se ha podido dilucidar.

La firma SBS42 estd asociada a la exposicion a haloalcanos y solo se encontré en RAFMex0006
en ambos tejidos, asi como en RAFMex0015 en SP.

Por ultimo la firma SBS46 se ha interptretado como un artefacto de la técnica de
secuenciaciéon y estuvo presente en todas las muestras.
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Figura 35 A) Se muestra la firma mutacional SBS96A y las firmas que la componen: SBS46, SBS5 y SBS29 obtenidas a partir de nuestros pacientes.
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Figura 35 B) Se muestran la firma mutacional SBS96B que esta compuesta por las firmas SBS5, SBS42, SBS29 y SBS1. Datos obtenidos a partir de nuestros pacientes.
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Numero de mutaciones en cada firma
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Figura 36. Se muestran el numero de mutaciones en cada firma que se encontraron en los diferentes pacientes y sus
tejidos. Del lado derecho se muestran las etiologias propuestas para cada firma. Notese que la Unica firma
compartida por todas las muestras, la SBS42 esta catalogada como un artefacto. La firma SBS5 solo esta ausente
en RAFMex0006 MO

Firmas de sustitucién de doble base (DBS)

La firma DBS78A se encontrd en los pacientes AF estudiados, la cual estd compuesta por
DBS11 vy que al revisar en las bases de datos de COSMIC, aparece como una firma de etiologia
desconocida hasta el momento. Esta firma se encuentra practicamente en todos los
pacientes estudiados, en un rango 31 a 149 mutaciones.
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Figura 37. Se muestran la firma mutacional DBS78A, la firma esta compuesta por la firma DBS11, la cual no tiene etiologia propuesta. Datos obtenidos a partir de nuestros pacientes.
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Numero de mutaciones en cada firma
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Figura 38. Firma BDS78A, en los diferentes pacientes y sus tejidos, estd compuesta por la firma DBS11 todos los

pacientes la presentaron y el paciente con mayor nimero de mutaciones fue el RAFMex0006.

Firmas de inserciones y deleciones (ID)

En cuanto a la firma ID que se encontré en los pacientes AF, fue la ID83A, la cual esta
compuesta por la firma ID10, también tiene una etiologia desconocida. Esta firma también

se encontrd en todos los pacientes en un rango de 23-245 mutaciones.
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Figura 39. Se muestran la firma mutacional ID83, la firma esta compuesta por la firma ID10, la cual no tiene etiologia propuesta. Datos obtenidos a partir de nuestros pacientes.
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Numero de mutaciones en cada firma
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Figura 40. Se observa la distribucion del numero de mutaciones ID83 en los diferentes pacientes. Se observa que RAFMex0006
mostré el mayor nimero de mutaciones. Figura 36. Se muestran el numero de mutaciones en cada firma que se encontraron en

los diferentes pacientes y sus tejidos.

Firmas de inserciones y deleciones (ID)

En cuanto a la firma ID que se encontrd en los pacientes AF, fue la ID83A, la cual esta
compuesta por la firma ID10, también tiene una etiologia desconocida. Esta firma también

se encontré en todos los pacientes en un rango de 23-245 mutaciones.
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Tabla 6. Resumen de la etiologia de las firmas mutacionales encontradas en pacientes AF
Etiologia propuesta por Alexandrov et Hipotesis sobre su presencia en AF

Firma

SBS1

SBS5

SBS29

SBS42

SBS46
DBS11
ID10

Tipo de muestra

Meédula
RFMXO06

Todos
menos
RFMX06
Todos

RFMXO06

Todos
Todos
Todos

Sangre
RFMX06/FA
NC170

Todos

Todos
menos
FANC170

RFMX06 v
RFMX15
Todos
Todos
Todos

al.
Desaminacion espontanea de
metilcitosina (firma parecida a reloj)

Envejecimiento/Fumar
tabaco/deficiencia de
parecida a reloj)
Masticacion de tabaco

NER

Exposicion ocupacional a holoalcanos

Artefacto
Desconocida
Desconocida

la 5-

(firma

Envejecimiento prematuro

Envejecimiento prematuro

Nitrosaminas que forman aductos en
el ADN, se detectan en salivay los
metabolitos en orina. Presentes en
embutidos

Posiblemente

aldehidos enddgenos

Artefacto

por

Desconocida
Desconocida

Desglose de las firmas mutacionales, segtin el paciente en el que se encontro, tipo de tejido, la etiologia y la hipdtesis propuestas sobre
Su presencia en pacientes AF.
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Discusion

e |dentificar dafio cromosémico numérico y estructural mediante el ensayo de
cariotipo con bandeo GTG y M-FISH y en muestras de médula ésea (MO) y sangre
periférica (SP) de los pacientes con anemia de Fanconi.

Respecto al dafio cromosdmico detectado por bandas G en los pacientes, se obtuvieron 5
de 15 resultados con la presencia de clonas, (RAFMex0002, RAFMex0015, RAFMex0026,
RAFMex0027 y FANC170) de las cuales 3 se relacionaron con la progresion hacia neoplasia
hematoldgica en los tres meses siguientes al diagndstico citogenético en médula ésea; estos
fueron los casos RAFMex0026 que tuvo una duplicacién de 3q, el caso RAFMEx0015 mostré
una monosomia 7 y un derivado de una translocacion aparentemente entre el cromosoma 3
y el 18, que también progresé hacia una neoplasia hematoldgica y FANC170, que presentd
LMA y habia recibido su primer quimioterapia al momento de la toma de muestra; en él se
detectd la presencia de monosomia 7; estos tres casos mostraron aberraciones que han sido
relacionadas en la literatura con la progresion hacia malignizacién, la duplicacion de 3q y
monosomia 7 (Behrens et al., 2021).

La monosomia 7 o delecién de 7q, es un hallazgo citogenético frecuente en LMA o SMD que
ocurren en la poblacién general y también en pacientes con sindromes con predisposicion a
desarrollar padecimientos mieloides como es la AF, lo cual sugiere la presencia de genes
supresores de tumores que se pierden o genes supresores de tumores que presentan
haploinsuficiencia cuando hay monosomia 7 o delecién de 7q.; recientemente se han
logrado identificar genes en los que se ha demostrado relacién con leucemia, como son:
CUL1, CUX1, EZH2, KMT2C, LUC7L2, SAMDS, KRIT1, RINT1, XRCC2 y NRF1 (Mori et al., 2023).

Respecto a la ganancia de 3q, la literatura indica que esta duplicacion estd relacionada con
la expresiéon a la alta del gen EVI1, un factor de transcripcién de dedos de zinc, lo que
ocasiona inestabilidad gendmica, una interaccidon alterada con factores de transcripcion
relacionados con diferenciacién y proliferacion de células troncales hematopoyéticas y un
aumento en la resistencia a la apoptosis, por lo que actla como un oncogen (Birdwell et al,,
2021; Meyer et al., 2011).

El paciente RAFMex0031 desarrollé anemia aplasica y no hubo presencia de aberraciones
clonales, pero se aprecia una frecuencia de aberraciones no clonales anormalmente alta, de
1.35/célula.

Los pacientes RAFMex0015, RAFMex0027, FANC170 y RAFMex0031, desafortunadamente
fallecieron. El caso RAFMex0027 por otro lado, es el paciente con mayor edad del estudio,
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con 22 afios, mostré falla medular leve y presencia de clonalidad con una delecién intersticial
del cromosoma 3 en el brazo corto, dicha alteracion se ha relacionado con LMA (Lindquist
et al., 2000), estos hallazgos son atipicos ya que se esperaria mayor afectaciéon al estado
medular del paciente, sin embargo es mosaico somatico para AF, es decir, algunas de sus
células sufrieron reversion o mutaciones compensatorias en las células troncales de la MO
(Nicoletti et al., 2020), lo cual rescata la funcién de la via FA/BRCA y es presumiblemente por
esta razon que el paciente se comporta de manera atipica.

Adicionalmente, el caso RAFMex0002, con una probable duplicacion de 2p, la cual debe ser
corroborada, no muestra progresion de la médula hacia SMD o LMA, se considera una
aberracion de potencial indeterminado (Behrens et al., 2021).

En cuanto al analisis de correlaciones entre los datos de bandas GTG con los datos clinicos,
la frecuencia de aberraciones clonales en MO mostré una correlacion positiva con la edad
en los pacientes AF. Este dato apoya la hipdtesis de que la acumulacién de dafio
cromosoémico, en particular la presencia de aberraciones clonales es dependiente de la edad
en los pacientes AF. Adicionalmente, dos de los 5 pacientes que mostraron clonalidad
tuvieron cancer. La aparicion de estas aberraciones clonales, se han relacionado con la
malignizacion en pacientes AF (Alter, 2014; Behrens et al., 2021), ambas, la aparicion de este
tipo de aberraciones cromosémicas y la subsecuente progresién hacia cancer, son
caracteristicas propias de sujetos de edad avanzada (Brosh Jr., 2017; Lépez-Otin et al., 2013,
2023). De hecho, como se ha mencionado este tipo de leucemia, LMA es un tipo de cancer
que se desarrolla principalmente de los 60 afios en adelante (Almeida y Ramos, 2016). Y se
ha propuesto que ni las mutaciones puntuales ni las indels, sino las ganancias y pérdidas
cromosémicas en particular en los cromosomas 1, 3y 7, justamente como se muestra en los
datos obtenidos en este trabajo y presentados en la figura 39, son las que conducen a la
malignizacidon en pacientes AF (Behrens et al., 2021; Meyer et al., 2011, 2012).

Es de resaltar que en los pacientes que fallecieron, se encontro la presencia de aberraciones
citogenéticas en los cromosomas 3y 7, en concreto, en FANC170 (detectado por M-FISH) y
RAFMEX0015, se presentaron monosomias 7 y en RAFMex0026 hubo duplicacién de 3q. En
el paciente RAFMex0031 no hubo aberraciones clonales detectadas, pero de manera
interesante, se observé una frecuencia de aberraciones por célula muy alta, de 1.35.

Es importante resaltar que en la totalidad de los pacientes se encontraron alteraciones
estructurales no clonales, adicionalmente a las ya mencionadas del tipo clonal. Este hallazgo
esimportante ya que en general la literatura refiere las alteraciones clonales, probablemente
porque la metodologia de busqueda es generalmente mediante FISH en interfase, perdiendo
toda la informacion que genera el realizar un cariotipo completo. De manera que
consideramos que esta correlacion positiva entre las aberraciones cromosdmicas vy la edad
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cronoldgica es un dato que merece una investigacion mas a fondo, ya que puede ser un
parametro que se relacione con la evolucion hacia clonas cromosdmicas en el camino hacia
la malignizacién, de hecho algunos autores ya han clasificado estas aberraciones no clonales
como aberraciones de potencial indeterminado (Behrens et al., 2021).

J Determinar el tipo y cantidad de dafio gendmico, mediante la bisqueda de “firmas
mutacionales” en MO y SP.

Respecto a las firmas mutacionales detectadas en esta serie de pacientes, se encontraron las
gue podrian ser propias de la anemia de Fanconi: ID10, DBS78, SBS96A y SBS96B. La DBS78
esta compuesta por las firmas DBS11 de etiologia desconocida; la ID10 es también es de
etiologia desconocida. Las firmas SBS96 A compuesta porla5,29y5, ylaSBS96B compuesta
por las 42, 29 y 1. De estas firmas, La SBS1 estuvo presente Unicamente en las los pacientes
RAFMex006 en ambos tejidos y en FANC170 uUnicamente en SP; la firma SBS5 estuvo
presente en todos los pacientes en SP y en MO fue precisamente en RAFMex006 en el que
no se identifico; las SBS1 y SBS5 estan asociadas a envejecimiento, si bien la SBS1 solo se
presenté en dos pacientes, RAFMex006 de 5.5 afios y FANC170 de 9.9 afios, llama la atencion
que no son los pacientes de mayor edad, puesto que esta firma se asocia a la desaminacion
espontanea de la 5-metil-citosina (Alexandrov et al., 2013, 2020) y deberia presentarse en
proporciones similares en pacientes de la misma edad puesto que se acumula a tasas
constantes; en el caso de FANC170 probablemente este relacionado a la leucemia o la
quimioterapia que estaba recibiendo el paciente, vale la pena poner atencioén a este hecho
ya que podria estar indicando una forma de dafio en pacientes AF que impacta en la
acumulacion de la firma SBS1.

La firma SBS5 por su parte se presenté en todos los pacientes a excepcién de la muestra de
MO de RAFMex0006, quien interesantemente, es el de mayor nimero de mutaciones en
cuanto a cantidad y también muestra 4 de las 5 firmas que se encontraron en los pacientes
AF. LA SBS5 también se asocia con envejecimiento, es parecida a reloj, junto con la SBS1, ya
gue el nimero de mutaciones encontrado en la mayoria de los tejidos cancerosos y células
normales correlaciona con la edad del individuo, sin embargo, las tasas de adquisicion de las
mutaciones de la SBS5 difieren en los distintos tipos de cancer y los diversos tipos de células
normales. Estas discrepancias no correlacionan claramente con las tasas estimadas de
division celular de células troncales en los tejidos ni con las diferencias en las tasas de
mutacion de la firma SBS1. La SBS5 puede estar contaminada por SBS16, la cual también
tiene etiologia desconocida, pero se hipotetiza que podria ser ocasionada por los bajos
niveles de NER y niveles elevados de dafio en el ADN, en las cadenas no transcritas de genes
(Alexandrov et al., 2020). Las firmas SBS1 y SBS5 estan relacionadas con envejecimiento
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(Alexandrov et al., 2020) y en este caso hipotetizamos que podrian estar reflejando
envejecimiento prematuro.

La firma SBS29 se encontrd en todos los pacientes en MO y en SP en todos menos en
FANC170; estd reportada en las bases de datos de COSMIC, asociada estadisticamente con
masticar tabaco, pero ninguno de los pacientes afirmd tener este hdbito. El dafio que se
genera por masticar tabaco se debe a la presencia y liberacién de nitrosaminas (Hecht et al.,
2022), las cuales generan dafio al ADN (Barnes et al., 2018), por lo que en nuestros pacientes,
podria deberse a nitrosaminas que se encuentran en su habitat familiar; como las presentes
en embutidos, que en personas normales podrian no tener un efecto evidente, pero en los
pacientes AF si; vy aungue no se colectd informacion sobre los habitos nutricionales, los
embutidos son un alimento de consumo generalizado.

Finalmente la firma SBS42 se encontrd Unicamente en RAFMex0006 en ambos tejidos y en
RAFMex0015 en SP; tiene la etiologia de exposicion a holoalcanos y se ha descrito que una
de las consecuencias de exponerse a holoalcanos es que se forman aldehidos (Weber et al.,
2003), en los pacientes AF, se ha descrito que la formacion enddgena de aldehidos es una de
las principales fuentes de dafio en el ADN, ya que constituyen ECIC, lesiones que repara la
via FA/BRCA y por lo tanto los pacientes AF, con deficiencia para reparar estas lesiones,
pueden convertirse en mutaciones a nivel de la secuencia de ADN, por reparacion propensa
a error (Wang et al., 2023).

RAFMex0006 es el paciente que mayor variacién en presentacion de firmas tuvo, siendo el
Unico que presento la firma SBS1 junto con FANC170, fue el Unico que no tuvo la firma SBS5
en MO vy es el Unico que presento la firma SBS42 en MO y SP (RAMFex0015 también la
presentd en este tejido); siendo ademads e mas joven, lo que podria estar relacionado con
alguna exposicion ambiental que difiere de los demas pacientes. En el caso de FANC170 las
variaciones pueden ser atribuidas a la leucemia subyacente y la quimioterapia.

Respecto a las etiologias propuestas por los descubridores de las firmas mutacionales, es
importante hacer notar que dichas firmas fueron descritas en tumores vy las etiologias fueron
descritas con esas bases bioldgicas, lo que no necesariamente significa que las firmas
descritas se deban a la misma etiologia. Es decir, en nuestros pacientes, mayoritariamente
pediatricos, el dafio que genera estas firmas puede ser de origen diferente, pero genera el
mismo patron mutacional. Ya que pacientes participantes en este estudio, no refieren tener
exposicion a los factores etioldgicos de las firmas que encontramos, se hizo una hipétesis
para explicar el origen de cada firma encontrada y tomando en cuenta la alteracion basal que
tienen los pacientes con AF.

Sebert et al. (2023), estudiaron en MO y SP, por 7.6 afios a 300 pacientes AF con un promedio
de edad de 15 afios, encontraron también el conjunto de las firmas SBS1 y SBS5, aunque su
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grupo también reportd como una firma importante la SBS3 relacionada a defectos en la
reparacion del DNA y [aSBS16, de etiologia desconocida. Ellos no reportaron la firma SBS42
gue en nuestros resultados mostrd una representacion importante. La firma SBS3 en su
cohorte se encontrd principalmente representada en los pacientes con mutaciones en
BRCA2; respecto a la SBS29, ellos también la encontraron pero no discuten mas a fondo
sobre su relevancia, en nuestros datos esta firma se encuentra en casi todos los pacientes en
ambos tejidos, a excepcién de FANC170, quien ya estaba bajo tratamiento de quimioterapia,
por lo que la consideramos una firma relevante; en términos generales, los datos obtenidos

en este trabajo coinciden en parte con estos hallazgos (Sebert et al., 2023).

. Correlacionar la cantidad y tipo de dafio gendmico con la edad cronolégica de los
pacientes con AF

Se obtuvieron resultados que corroboran una relacién entre la cantidad y el tipo de dafio
gendmico. En el caso del dafio cromosémico se observé que la edad tiene una correlacion
positiva con la presencia de aberraciones cromosdémicas en general y en particular con las
alteraciones clonales.

En el caso de las firmas mutacionales se observd una tendencia a la baja conforme
aumentaba la edad, aungue no hubo significancia, posiblemente por el pequefio tamafio de
muestra. También se observaron correlaciones negativas entre a) el dafio cromosémico
observado por bandas GTG en MO y el nimero de mutaciones totales en MO observadas en
las firmas mutacionales y b) entre el dafio cromosdmico observado en SP por M-FISH vy el
numero de mutaciones totales observados en SP por firmas mutacionales.

La literatura indica que, en personas sanas, las mutaciones incrementan conforme aumenta
la edad (Alexandrov et al., 2020; Blokzijl et al., 2016; Luquette y Park, 2021), sin embargo,
nosotros encontramos una correlacion negativa. Esto, es contrario a las nociones expuestas
en la literatura cientifica y a nuestra propia hipétesis, debido a esto, se debe considerar que,
estamos evaluando mutaciones en exoma, es decir, solo estamos observando del 1% al 2%
del genoma (Meienberg et al., 2016), y las mutaciones tipicamente relacionadas con la falla
en la reparacion por recombinacién homaéloga, que es deficiente en las células de anemia de
Fanconi, se presentan como alteraciones estructurales como deleciones, duplicaciones y
rearreglos estructurales, que se pueden detectar preferencialmente con la secuenciacién de
genoma completo, esto podria estar generando un sesgo.

Adicionalmente el progreso en la falla medular en pacientes AF, se asocia a que las células
comienzan a eliminarse debido a mutaciones y alteraciones cromosémicas letales y solo
aquellas con aberraciones cromosdmicas gruesas que generan una seleccion positiva como
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la ganancia de 1q, 3q, la pérdida de 7g o la monosomia 7, sobreviven pero con la posibilidad
de generar clonas que progresan hacia la malignizacion (Behrens et al., 2021; Rodriguez et
al., 2021; Sebert et al., 2023) ; es decir las mutaciones estarian subrepresentadas porque no
confieren potencial proliferativo e incluso resultarian letales en la mayoria de los casos.

Otra posibilidad, es que se ha propuesto que los pacientes AF tienen un fenotipo
hipomutador, es decir, un dafio que deberia producir mutaciones puntuales en células
normales, en células AF produce rearreglos estructurales como deleciones y podria deberse
a que no alcanzan a utilizar la sintesis trans-lesién sujeta a errores en la secuencia, porque el
dafio en el ADN se envia a reparacion por las vias NHEJ y MMEJ, que no utilizan esta
estrategia, lo que podria explicar estos resultados (Guillouf etal., 1991; Papadopoulo y
Moustacchi, 1990).

J Determinar si la presencia y cantidad de las firmas gendmicas de envejecimiento,
correlacionan con la cantidad de dafio cromosémico numérico y estructural y/o con otras
firmas genémicas asociadas a falla en la reparacion del ADN en médula ésea (MO) y sangre
periférica (SP) de los pacientes con anemia de Fanconi.

El grado de falla medular tuvo una correlacion positiva con la frecuencia de aberraciones por
célula, y correlaciones negativas con el nimero de mutaciones en firmas especificas y
mutaciones totales en MO. Este es un hallazgo interesante e inesperado, puesto que la
hipotesis planteada en este estudio era que conforme aumentaba la falla medular, el dafio
en el nUmero de mutaciones incrementaria en los diferentes tejidos estudiados. Se encontré
que el grado de falla medular, correlaciona con el dafio observado a nivel cromosémico como
ab/cel, pero ocurre lo contrario en el numero de mutaciones de las firmas tanto SBS5,
relacionada con envejecimiento, como con el total de mutaciones encontradas por firmas
mutacionales.

La cantidad de mutaciones también mostré una correlacién negativa con el dafio
cromosémico observado como frecuencia de aberraciones por célula y frecuencia de células
aberrantes, resaltando que hay una relacién inversa entre el aumento de dafio cromosdmico
y dafio mutacional. Estos datos indican que el dafio del tipo aberraciones cromosémicas tiene
un comportamiento como el esperado, que incrementa de acuerdo con la edad cronoldgica
de los pacientes, pero que es opuesto al observado como mutaciones.

Finalmente, cabe resaltar que en general en 6/8 pacientes (que se estudiaron MO y SP), se
observd mayor numero de mutaciones en MO respecto a la SP, lo cual indica que este tejido
acumula mas dafio. Esto podria deberse a la division continua de las células troncales que
originan a todo el linaje hematopoyético, que sobreviven a costa de ir acumulando el dafio.
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Este resultado esta de acuerdo con la observacion de Rodriguez et al. (2021), que observaron
que las células troncales hematopoyéticas acumulan dafio debido a estrés replicativo
originado por la sobreexpresion de MYC, lo que conduce a acumulacion de dafio gendmico.

Conclusiones

Los pacientes AF muestran dafio cromosémico numérico y estructural en la médula ésea,
que correlaciona positivamente con el incremento en la edad cronoldgica, mientras que las
mutaciones detectadas mediante el analisis de firmas mutacionales muestran una
correlacion negativa con la edad, el grado de falla medular y el dafio cromosdmico tanto en
SP como en MO.

Una posible explicacién es que las células troncales hematopoyéticas sobreviven en los
pacientes AF debido a que las células que acumulan dafio se mueren sin dividirse y por lo
tanto las que sobreviven, lo hacen a costa de acumular aberraciones cromosdmicas gruesas,
de manera que generan una poblacidon con enorme cantidad de dafio cromosdmico que
posteriormente puede seleccionarse de manera clonal y progresar hacia la malignidad, ya
gue las ventajas que confieren estos desbalances son mayores que las que pueden conferir
las mutaciones puntuales, por lo que prevalecen en el paciente. Eventualmente estas células
pueden originar clonas que resultan en SMD/LMA. El dafio cromosdmico que se genera es
debido a la acumulacion de dafio al ADN que no es reparado de manera eficiente en los
pacientes AF, lo que involucra ruptura y reunién, es decir el origen de las aberraciones
cromosémicas gruesas son las rupturas de doble cadena.

Se demostro que todos los pacientes AF menos uno, presentan la firma mutacional asociada
a envejecimiento SBS5, lo cual ha sido recientemente comprobado por otros autores (Sebert
et al, 2023) pero solo un paciente presentd la firma mutacional SBS1 asociada
envejecimiento, lo cual no era esperado, ya que esta firma estd relacionada con la
desaminacion espontdnea de la citosina; este hallazgo requiere mayor estudio para poder
llegar a una explicacion de los resultados obtenidos en el presente estudio. Las firmas SBS29
y SBS42 que se encontraron en los pacientes, podrian estar asociada al consumo de
alimentos con nitrosaminas y el dafio por aldehidos enddgenos, respectivamente.

De manera general, se encontrd en todos los pacientes una combinacion de firmas SBS5,
SBS29 y SBS42, que fue considerada como una firma AF. Estos resultados son congruentes
con el patrén de firmas recientemente encontrado por Sebert et al. (2023), que podrian irse
configurando como una firma especifica de la AF. Estos hallazgos por supuesto esperan los
estudios de un mayor niumero de pacientes AF para confirmarlo.

En conclusién, estos datos abonan a la hipdtesis de que en los pacientes con AF, se presentan
datos genéticos de envejecimiento prematuro, conducido por los desbalances
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cromosoémicos y no por las mutaciones puntuales relacionadas con las firmas SBS5, SBS29 y
SBS42.

Limitaciones de este estudio.

El tamafio de muestra es pequefio, por lo que, aunque las firmas mutacionales que se
encontraron coinciden con las recientemente publicadas, se requiere estudiar mas pacientes
AF para poder confirmarlas como firmas especificas de pacientes AF.

No se completaron todos los ensayos en todos los pacientes, en particular de M-FISH, por lo
que es importante complementar la informacién para tratar de obtener mayor poder
estadistico.

Aunque el dafio cromosémico que se encontrd en MO es posible considerarlo como excesivo
y altamente improbable que se presente en células normales, estos resultados deben ser
comparados con datos obtenidos de muestras pareadas por edad de sujetos sanos, para
poder determinar que hay mayor acumulacién de dafio a mayor edad cronolégica.

Perspectivas

Para completar este estudio es necesario que se sigan captando pacientes con el fin de
aumentar la N, asimismo, hacer seguimiento de cada caso a través del tiempo en los
multiples controles que se deben realizar a los pacientes AF. Esto permitird poder
comprender mejor el comportamiento de la MO desde que los pacientes no tienen falla
medular hasta que se desarrolla LMA o SMD.

El aumento en la N también permitira corroborar las firmas mutacionales que se obtuvieron
y posiblemente identificar algun tipo de firma relacionado con exposiciones 0 mecanismos
moleculares de relevancia en pacientes AF.

Corroborar con mayor poder estadistico los marcadores de envejecimiento prematuro en
pacientes AF.
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Anexos

[.-Tabla 29. Resumen de todos los datos

Los colores denotan el grado de falla medular de los pacientes de la siguiente manera; verde FM leve, amarillo FM moderada, rosado FM grave y
naranja SMD o LMA. (SD= Sin dato).
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[I.- Cartas de consentimiento y asentimiento informado

5.3

INP INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA

Documento De Consentimiento Informado Para Padres o Tutores
De Menores Participantes

Nombre Del Investigador Principal. Sara Frias Vazquez

Nombre De La Propuesta y Versiéon Del Documento "Blsqueda de alteraciones
gendmicas y epigenéticas relacionadas con envejecimiento celular en
pacientes con anemia de Fanconi”. V4.

PARTE | Informaci6n

Introduccion

Este proyecto esta bajo la responsabilidad de la Dra. Sara Frias, quien es
Investigadora del Instituto Nacional de Pediatria (INP), y se dedica al estudio de
los cromosomas y el genoma de los pacientes con anemia de Fanconi (AF).

En este proyecto se pretende ver si los pacientes con AF envejecen a la misma
velocidad que las personas sanas, lo cual puede saberse cuando se estudian
algunas marcas en sus cromosomas y en su DNA, que representa su genoma.
Creemos gue debido a la enfermedad, los pacientes pueden acumular dafio en
sus cromosomas y que esto puede dar lugar a un envejecimiento prematuro. Es
posible también que en diversas partes del cuerpo se acumule diferente cantidad
de dano y entonces puede envejecer a diferentes velocidades sus tejidos.

Este estudio se realizara en el INP con la ayuda del Instituto Nacional de Medicina
Gendmica y nos ayudaran a analizar los datos nuestros colegas de la Universidad
de Harvard.

Propésito

Con su ayuda, nos proponemos obtener informacién Util para explicar porqué los
pacientes con AF jovenes, tienen caracteristicas como la falla medular o leucemia
que aparecen preferentemente en individuos de mucho mayor edad.

Tipo de Intervencion de la Investigacion

Para estudiar esto, invitamos a su hijo(a), a participar en este proyecto para lo cual
le pedimos que cuando le toque su estudio anual de médula dsea o cuando por
alguna otra razén se obtenga médula dsea de su hijo, nos pueda donar una parte
de esa muestra, asi como saliva y una muestra de sangre periférica, la cantidad
que requerimos de cada tipo de muestra es equivalente a la cantidad de liquido de
una cuchara sopera (5-10 mililitros). La muestra de médula 6sea sera remanente
de la muestra que rutinariamente se le toma en hematologia y la sangre se tomara
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por personas con mucha experiencia y realizando limpieza en el brazo con
alcohol/isodine, se utilizaran jeringas nuevas y estériles. La saliva se obtendra
raspando levemente en |a parte interna de los cachetes con un cepillo suave y
haciendo que el paciente escupa en un recipiente nuevo y limpio. En estas
muestras estudiaremos los cromosomas y el DNA para ver si han acumulado dafio
y si han envejecido sus células a velocidad diferente que los individuos sanos.
Nuestro proposito es reunir las muestras de por lo menos 12 pacientes con AF.

Seleccion De Participantes

Necesitamos la participacion de pacientes AF de diversas edades, que tengan el
estudio de fragilidad cromosémica para asegurar que si son AF. También se les
haran algunas preguntas pues sera necesario que no estén trasplantados o
trasfundidos recientemente, porque en estos casos, podriamos estudiar las células
del donador y no las del paciente. Los pacientes que no podrian participar en este
estudio son aquellos que fumen, o los que tengan un cancer declarado y los que
estén tomando medicamentos para eso, ya que tanto el cancer como los
medicamentos afectan a las células en estudio.

Participacion Voluntaria

Se le informa también que su decision de participar o no en este proyecto es
completamente libre y que si deciden no participar, esto no tendra repercusiones
en su atencidon médica rutinaria dentro del INP, ya que su participacion es
voluntaria.

Procedimientos y Protocolo

Las muestras de DNA que no se utilicen, se desecharan cuando finalice el estudio.
el dia de su cita programada a la Consulta del Servicio Hematologia para su toma
de muestra rutinaria de médula ésea, se obtendran también las muestras de
sangre y saliva. Se realizara con todos los requisitos de seguridad, material nuevo
y guantes y sera practicado por personal con amplia experiencia en la toma de la
muestra.

Al realizar la extraccion de acidos nucleicos de las células cultivadas a partir de la
muestra donada:

a) La muesira sera guardada en refrigeracion o congelacion; solo tendremos
acceso los investigadores involucrados directamente al proyecto y se almacenaran
identificandolas con un cédigo y no con nombres.

b) Las muestras seran procesadas y guardadas en el Laboratorio de Citogenética
del INP para realizar comprobaciones, réplicas o estudios genéticos
complementarios para este mismo trabajo. Las muestras sobrantes no utilizadas
en este estudio, se eliminarén en cuanto se termine el proyecto.

Cuando se done la muestra para el estudio, puede haber dolor leve o molestia al
pinchar el brazo con la aguja, o durante la aplicacion de anestesia para la
extraccion de médula. Pueden presentarse complicaciones minimas como la
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formacion de un “moretén” en el sitio de extraccion, aunque el riesgo es muy bajo
por contar con muy buenas condiciones de limpieza y personal capacitado.

Beneficios

Con las muestras de médula 6sea y sangre, aparte de los estudios hematolagicos
que se hacen rutinariamente para el seguimiento del paciente, se realizara un
analisis cromosémico, que aungue no tendra un beneficio directo para su hijo(a), si
podra generar conocimiento sobre la enfermedad.

Con las muestras de saliva (al igual que con las otras muestras) se hara el estudio
en el DNA, de aqui no se puede obtener informacion que sirva directamente para
ver si hay algun dafo cromosomico, pero nos servird para obtener informacion
saobre el dafio que ha acumulado su hijo(a) en el DNA, lo cual puede ser muy Util
para comprender porque se presentan las caracteristicas de personas adultas
mayores en jovenes con AF.

Incentivos

La inclusion al estudio no implica compensaciones econdmicas ni de otra indole,
por lo que su aceptacion de participacion es completamente voluntaria y sin
remuneraciones, siendo el Unico beneficio de su participacion, el que con la
informacion que se obtenga de este proyecto, se puede ayudar a comprender
mejor la enfermedad llamada Anemia de Fanconi lo que podria ayudar en un
futuro a pacientes con la misma enfermedad y a sus familiares, a tener una mejor
calidad de vida.

Confidencialidad

Los datos personales se manejaran codificados, por lo que los nombres
correspondientes a las muestras solo los conoceran los investigadores o el
personal de salud que el investigador considere necesario para la atencion del
participante. Los datos seran guardados codificados y en confidencialidad y la
publicacién que se genere no incluira el nombre de los participantes.

Las muestras de DNA:

1. Se almacenaran hasta la obtencion de resultados de todo el proyecto,
calculamos 5 afios.

2. Se utilizara para el estudio en proceso solamente.

3. Lainformacién generada a partir de dichas muestras no sera compartida
con otros investigadores o patrocinadores.

4. Las muestras se identificaran por medio de codigo. La descodificacion se
realizard al momento del andlisis de resultados. Solo los participantes en
este estudio podran recibir la informacion de los estudios de DNA.

5. Usted puede decidir retirar la muestra de su hijo(a) en cualquier momento
que lo desee.

6. Los resultados del andlisis de DNA se mantendran confidenciales y si usted
no desea conocer los resultados se respetara su decision.

Proyecto Blsqueda de alteraciones gendmicas y epigenéticas relacionadas con 3
envejecimiento celular en pacientes con anemia de Fanconi V4 17-02-2020

90

.3
INP INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA

7. En caso de utilizar material genético para obtener nueva informacion, se le
solicitara firmar una nueva carta de consentimiento informado en los
términos que dicha investigacion requiera.

Entrega y divulgacion de resultados

Los resultados de las muestras de los pacientes, los conoceremos nosotros que
los obtenemos vy si usted quiere conocer los resultados, nos lo puede indicar y se
los podemos decir y explicar de que se tratan y que pueden significar, en que
pueden ayudar o si solo son para conocimiento de la enfermedad.

Los hallazgos de esta investigacion seran difundidos mas ampliamente, en
congresos y publicaciones, cuidando siempre de no mencionar los nombres de los
pacientes.

Derecho a negarse y/o retirarse

Usted es libre de negarse a participar en este proyecto desde un inicio o bien
retirarse en el momento que lo desee, manteniendo los derechos que actualmente
tiene como paciente del Instituto y de la atencion de sus meédicos. De la misma
manera, el investigador puede retirar al participante del estudio en caso de que no
proporcione las muestras requeridas o la informacion solicitada.

A quién contactar

Si tiene alguna duda acerca del estudio o sobre |la decision de participar, usted
puede contactar a la Dra. Sara Frias, Responsable del proyecto en el Laboratorio
de Citogenética del INP al teléfono: 10840900 extension 1326 y/o Dra. Leda
Torres M. Investigador en Ciencias Medicas, Investigador del proyecto, a la
extension 1326 o 1436 en dias y horas habiles o al celular 5529701014 o 045-777-
5137406. En caso de que tenga dudas sobre su participacion en este estudio,
puede comunicarse con el Dr. Alberto Olaya Vargas, Presidente del Comité de
Etica del Instituto Nacional de Pediatria, al feléfono 55 67 31 02 25 extension
1581.

PARTE 2 Formulario de Consentimiento

He leido la informacion proporcionada (o me ha sido leida). He tenido la
oportunidad de preguntar sobre ella y se me ha contestado satisfactoriamente las
preguntas gue he realizado. Consiento voluntariamente a que mi hijo(a) participe
en esta investigacion como paciente y enfiendo que tengo el derecho de retirarme
de la investigacién en cualquier momento sin que afecte en ninguna manera mi
cuidado médico.

Nombre del participante:
Firma del participante:
Fecha:
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[Si es analfabeto nombre y firma del testigo que sabe leer y escribir (si es posible
esta persona debe ser seleccionada por el participante y no tener conexién con el
equipo de investigacion).

Los participantes analfabetos deben incluir su huella dactilar también.]

Nombre del padre.
Firma del padre:
MNombre de la madre:
Firma de la madre:
Fecha:

He sido testigo de la lectura exacta del documento de consentimiento para el
potencial participante y el individuo ha tenido la oportunidad de hacer preguntas.
Confirmo que el individuo ha dado consentimiento libremente.

Nombre del testigo 1:
Firma del testigo:
Direccion:
Relacion con el participante.
Fecha:

Nembre del testigo 2:
Firma del testigo:
Direccion:
Relacion con el participante..
Fecha:

Nombre del investigador o quien recoge el consentimiento
informado:

Firma:

Fecha:

Ha sido proporcionada al participante una copia de este documento de
consentimiento informado (iniciales del investigador)
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“CARTA DE ASENTIMIENTO INFORMADO PARA PACIENTES PEDIATRICOS
MENORES DE 12 ANOS”

Titulo del proyecto Bisqueda de alteraciones genémicas y epigenéticas relacionad

pig
con envejecimiento enp con ia de F.

Investigador Principal: Sara Frias Vazquez

Para saber si podemos conocer
mediante algunas pruebas de

laboratorio porqué los nifios de tu edad,
pueden tener enfermedades de mayores,
cuando tienen la anemia de Fanconi.

[hemédicos dalInstituta Nacional
de Pediatrfa estdn haciendo una
investigacion que se llama: Bisqueda
d ¥ epige

1ul

el en
pacientes con anemia de Fanconi.

Y por eso te invitamos
para ver si quieres
participar en ¢l estudio.
Todo esto ya lo hemos
platicado con tus papds y
estan de acuerdo en que
participes, ahora queremos
preguntarte si ta estas de
acuerdo en participar.

Tu participacion no te costard nada ni a ti ni a tus papas. El Dr(a).
encargado(a) de este estudio se hard cargo de todos los gastos.
La Dra. se llama Sara Frias Vazquez
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gy _ Es importante que sepas que si en cualquier momento ya no quieres continuar en el estudio, no
y G‘a Para que deflflas si participas o no, te queremos exp]lcﬂ{‘, quiene? habra ningan problema, o si no quieres responder alguna pregunta en particular, tampoco
L | 4 B pueden participar, todo lo que queremos hacer y en qué cosas ti habri problema, nadie se enojari contigo y te podran seguir atendiendo.
V f puedes ayudarnos si decides participar.

La informacion que se obtenga en el estudio es confidencial. Los datos qu
obtengamos de tu sangre, médula dsea y saliva, nos va a dar informacion
ti, pero nunca diremos tu nombre cuando los vayamos a analizar o a
presentar por lo que no le diremos a nadie tus resultados, solo lo sabran Iz
personas que forman parte del equipo de este estudio. Y ti puedes decid
en cualquier momento que ya no utilicen tu sangre, médula o saliva
para este estudio o para otres. Lo gue tienes que hacer es decirselo a

Nupn Cara Brine WArannn ancavaadan daoackn aetodin

Hemos decidido invitarte a ti y a otros once nifios mas, que sepamos
que son pacientes con anemia de Fanconi y que no tengan otra
enfermedad grave como céncer, ni que hayan recibido trasfusiones
o trasplante de células porque entonees estudiariamos las células de
los que se las donaron.

Si decides participar lo que queremos que hagas es:
El estudio se realiza tomando en cuenta y respetando los Derechos de los Nifios vy el derecho a

Describir: 1. Que en la proxima visita que tengas para tu estudio de medula osea, 1a salud de la nifez.
2. Los doctores que obtengan tu médula nos den un poco de ella,
3. También te pediremos que nos des saliva, después de pasarte un cepillito por Si aceptas participar por favor marca con una X en el cuadrito de abajo que dice “Si quicro
dentro de tus cachetes y que nos permitas tomar una muestra de sangre de tu brazo. participar™ y escribe tu nombre.
’n\ -
’ ....+ Si no quieres participar, por favor marca con una X en el cuadrito de abajo que dice “No
quiero participar™ y escribe tu nombre.
Si quiero participar |:|
4. Latoma de muestra de saliva no duele, pero la de sangre, es posible que si sientas
algun dolor, que serd pasajero y algunas veces se puede poner morado, pero No quiero participar D
prometemos cuidarte durante la obtencion de muestras y hacer todo lo posible
para que no tengas ningan problema. Nombre ¥ apellidos: «ooeveemueeeeeeeeeeeeeneiiaeseeeeeseaeeereneeeeeseeeesnanes FEENRAZ oot
3.- Procuraremos que la toma de estas muestras sea una sola vez y no se tenga que
repetir. Nombre, apellidos y firma del testigo 1:
—_— * Es muy probable que participar te ayude con tu enfe!'medad porque Direceitn: «vuennsenniniscmessesssssennseenserresnsFECHB
- algunas veces, cuando hacemos las pruebas de laboratorio en tu médula
L dsea 0 en tu sangre, podemos ver si se puede estar desarrollande una N . ) A
. . . ombre, apellidos ¥ firma del testigo 2:
— enfermedad mas grave en ti y en ese caso, tu médico puede realizar

algunos procedimientos para que la enfermedad no avance.
* Pero si no vemos nada en tus células, el que tu participes puede que

ayude a otros pacientes con anemia de Fanconi, en el futuro. . R
Direccidn: ..

Ti puedes escoger con toda libertad si quieres participar o si no quieres. Si tienes dudas y no te

puedes decidir puedes preguntarles a tus papas o a la persona que ti quieras para que te ayuden Nombre, apellidos ¥ firma de la persona que obtiene el asentimiento:
a decidir y si tienes cualquier duda o si alguna cosa no les se la puedes preg Ia Dra.
Sara Frias Vizquez, quien es la Investigadora responsable de la investigacion, para que te PP OPPPPPPRUROUPIRPPRIN 1Y T TR

explique hasta que ti entiendas.

Si decides participar y durante el estudio tienes alguna duda también puedes preguntarles.
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Documento De Asentimiento Informado Para Nifios(as) de 12-18
afios

Nombre Del Investigador Principal Sara Frias Vazquez.

Nombre De La Propuesta y Versién Del Documento Blisqueda de alteraciones
genomicas y epigenéticas relacionadas con envejecimiento celular en
pacientes con anemia de Fanconi V4.

Nombre Del nifio que toma el Asentimiento.

Este proyecto esta bajo la responsabilidad de la Dra. Sara Frias, quien es
Investigadora del Instituto Nacional de Pediatria (INP), y se dedica al estudio de de
unas pequenas estructuras que estan dentro de las células llamadas cromosomas
y en especial los estudia en los pacientes con anemia de Fanconi (AF).

En pacientes que como ti padecen de la AF, se ha visto que aunque sean muy
jovenes, tienen enfermedades que en otras personas se presentan cuando ya son
adultos mayores, como la anemia muy grave o como el cancer. Nosotros
estudiamos los cromosomas (compuestos por un material que se llama DNA),
porque se ha visto en otros pacientes como t, que sus cromosomas se rompen o
cambian su forma y pensamos que, si estos cambios se van acumulando, pueden
tener que ver con que ustedes tengan enfermedades propias de adultos mayores
aun siendo nifios o jovenes. Queremos estudiar estos cambios en la médula ésea,
la sangre y la saliva de 12 pacientes de diferentes edades y que, como tu padecen
de AF.

Es por esta razon que te invitamos a participar en este estudio, y queremos que
entiendas muy bien de que se trata y si tienes dudas, puedes preguntar a
cualquier médico o investigador participante, hasta que se resuelva tu duda.

Tu debes decidir libremente si quieres participar o no.

Proposito:

iPara que se efectia el estudio?

Queremos realizar este estudio porque es posible que tus cromosomas y los de
otros pacientes AF, puedan tener marcas que no tienen los jovenes, sino los
adultos mayores y si logramos entender cuales son los cambios en los
cromosomas y el DNA de un grupo de pacientes con tu enfermedad, podremos
saber si se relaciona con la anemia y otros padecimientos que sabemos que se
presentan en ustedes.
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Tipo de Intervencién de la Investigacion:

¢En qué consiste el estudio?

Lo que nosotros vamaos a hacer es que cuando vengas a tu consulta para la toma
de médula ésea anual, vamos a pedir un poco de esa muestra y también vamos a
pedirte que nos dones un poco de sangre que obtendremos de tu brazo, asi como
saliva. La cantidad que necesitamos es poca, menos de una cucharada sopera de
cada muestra. El estudio lo haremos con companeros de este Instituto y con otros
que estan en otras instituciones de salud.

Seleccion De Participantes:

¢Quiénes pueden participar en el estudio?

Te pedimos participar en este estudio, porque ya te hicieron tu prueba que nos
asegura que si tienes la AF y necesitamos pacientes como td, pero de diferentes
edades y sin que tengan otros padecimientos y sin que hayan recibido
trasfusiones recientes o trasplantes, porque sélo queremos estudiar tus células y
no las de tus donadores.

Participacién Voluntaria

Queremos que estés seguro(a) de que si quieres participar, si no quieres hacerlo
no hay problema y no cambiara la atencion que te den tus médicos en el Instituto,
ya que tu participacion debe ser libre y voluntaria.

Beneficios

Con las muestras de médula 6sea y sangre, aparte de los estudios hematologicos
que se hacen rutinariamente para el seguimiento del paciente, se realizara un
andalisis cromosomico, que aungue no tendra un beneficio directo para ti, si podra
generar conocimiento sobre la enfermedad. Con las muestras de saliva (al igual
que con las otras muestras) se hara el estudio en el DNA, de aqui no se puede
obtener informacién que sirva directamente para ver si hay algan dafio
cromoso6mico, pero nos servird para obtener informacion sobre el dafio que se ha
acumulado en el DNA, lo cual puede ser muy Util para comprender porqué se
presentan las caracteristicas de personas adultas mayores en jovenes con AF.

Procedimientos y Protocolo:

¢ Cudl es mi participacién en este proyecto?

Para nosotros tu participacion es muy importante y si aceptas, solo sera una vez la
que nos dones las muestras que mencionamos hace un momento y también
necesitariamos que nos contestes algunas preguntas sobre tus habitos
personales. Todo lo que nos digas serd informacién confidencial y anénima, es
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decir que tu nombre no aparecera en los procedimientos ni en los resultados que
obtengamos y sera utilizada solo para saber lo referente a los cambios en tus
cromosomas y DNA que nos ayuden a saber si estan haciéndose vigjitos antes de
tiempo, lo cual si quieres saberlo te lo podemos decir y si no guieres saberlo, no te
lo decimos ni a ti ni a otras personas, porque aunque nosolros sepamos los
resultados, no vamas a decir tu nombre.

¢Cudles son los riesgos al participar en el estudio?

Si aceptas participar, aparte de la muestra de médula 6sea que te toman para tu
estudio de rutina, te tomaremos muestra de sangre de tu brazo, que podria doler
un poco pero muy poco porque la persona que te la tomara sabe hacerlo muy bien
y lo ha hecho muchas veces, la toma es rapida y con todo muy limpio y seguro; la
otra muestra es de saliva y no duele ni causa molestias, solo tallaremos un poco
tus cachetes por adentro de la boca con un cepillo suave, y te pediremos que
escupas en un recipiente limpio.

Si surge alguna complicacién relacionada con el medicamento, maniobra
relacionada al estudio, ;como se me atendera?

Si tuvieras alguna complicacién como dolor o un moretén, puedes acudir al médico
que te atiende y pedirle ayuda para que te atiendan con él mismo o en ofro
departamento, como urgencias, quien te dara algo para el dolor o para la molestia
que tengas.

¢A quién debo buscar si tengo preguntas?

Si tienes preguntas en el momento de que te expliquen esto o después, puedes
buscar a la Dra. Sara Frias en el Laboratorio de Citogenética, en el 6° piso de la
Torre de Investigacion extension 1436 o a su celular 5529701014, o a la Dra.
Angelica Monsivais en el 3er piso del Hospital, o al Dr. Alberto Olaya Vargas,
Presidente del Comité de Etica en Investigacion, Teléfono 10840900 extension
1581 (en caso de tener dudas sobre los derechos del participante).

¢Puedo dejar de participar en el estudio en cualquier momento?

Si aunque nos hayas dicho que si participas ahora, si luego te arrepientes, puedes
pedirnos que te retiremos del estudio y no cambiara nada de tus derechos

como paciente del instituto ni de atencion de tus médicos.

£Quién va a conocer mis datos? ¢ Qué se va hacer con ellos? ;Puedo
conocerlos, incluyendo los resultados de laboratorio?

Los resultados de tus muestras los conoceremos nosotros que los obtenemos y si
los damos a conocer a otras personas, sera sin decir nunca tu nombre. Situ
quieres conocer los resultados de tus estudios y quieres que los conozca tu familia
nos lo debes indicar y se los podemos decir y explicar de que se tratan y que
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pueden significar, en que te pueden ayudar o si solo son para conocimiento de la
enfermedad.

Los hallazgos de esta investigacion seran difundidos mas ampliamente, en
congresos y publicaciones, cuidando siempre de no mencionar los nombres de los
pacientes.

Al firmar a continuacién acepto que:

1. He leido este formato de asentimiento

2. he tenido la oportunidad de hacer preguntas y estas han sido contestadas

3. Mi participacion en estudio es voluntaria

4, Acepto formar parte del estudio con los procedimientos indicados

5. Sé que puedo negarme a participar y retirarme cuando yo guiera

6. Sino sigo las indicaciones de mi médico, me pueden retirar del estudio, sin
que esto afecta la atencion médica que necesite.

Nombre del nifio participante Fecha

Nombre y firma del testigo Fecha

Relacion con el voluntario
(No deben ser los padres, familiares del nifio o Investigadores del estudio)
Direccion

Nombre y firma del testigo Fecha

Relacion con el voluntario
(No deben ser los padres, familiares del nifio o Investigadores del estudio)
Direccion

Fecha
Nombre y firma del Investigador que toma el Asentimiento
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Documento De Consentimiento Informado Para Pacientes de 18
afios o mayores

Nombre Del Investigador Principal. Sara Frias Vazquez

Nombre De La Propuesta y Version Del Documento "Busqueda de alteraciones
gendmicas y epigenéticas relacionadas con envejecimiento celular en
pacientes con anemia de Fanconi” V4.

PARTE | Informacién

Introduccién

Este proyecto esta bajo la responsabilidad de la Dra. Sara Frias, quien es
Investigadora del Instituto Nacional de Pediatria (INP), y se dedica al estudio de
los cromosomas y el genoma de los pacientes con anemia de Fanconi (AF).

En este proyecto se pretende ver si los pacientes con AF envejecen a la misma
velocidad que las personas sanas, lo cual puede saberse cuando se estudian
algunas marcas en sus cromosomas y en su DNA, que representa su genoma.
Creemos que debido a la enfermedad, los pacientes pueden acumular darfo en
sus cromosomas y que esto puede dar lugar a un envejecimiento prematuro. Es
posible también que en diversas partes del cuerpo se acumule diferente cantidad
de dano y entonces puede envejecer a diferentes velocidades sus tejidos.

Este estudio se realizara en el INP con la ayuda del Instituto Nacional de Medicina
Gendmica y nos ayudaran a analizar los datos nuestros colegas de la Universidad
de Harvard.

Propésito

Con su ayuda, nos proponemos obtener informacién util para explicar porgué los
pacientes con AF jovenes, tienen caracteristicas como la falla medular o leucemia
que aparecen preferentemente en individuos de mucho mayor edad.

Tipo de Intervencion de la Investigacion

Para estudiar esto, lo invitamos a participar en este proyecto para lo cual le
pedimos que cuando le toque su estudio anual de médula désea o cuando por
alguna otra razdn se obtenga médula dsea, nos pueda donar una parte de esa
muestra, asi como saliva y una muestra de sangre periférica, la cantidad que
requerimos de cada tipo de muestra es equivalente a la cantidad de liquido de
menos de una cuchara sopera. La muestra de médula dsea sera remanente de la
muestra que rutinariamente se le toma en hematologia y la sangre se tomara por
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personas con mucha experiencia y realizando limpieza en el brazo con
alcoholfisodine, se utilizaran jeringas nuevas y estériles. La saliva se obtendra
raspando levemente en la parte interna de sus cachetes con un cepillo suave y
haciendo que usted escupa en un recipiente nuevo y limpio. En estas muestras
estudiaremos los cromosomas y el DNA para ver si han acumulado dafio y si han
envejecido sus células a velocidad diferente que los individuos sanos. Nuestro
propdsito es reunir las muestras de por lo menos 12 pacientes con AF.

Seleccion De Participantes

Necesitamos la participacién de pacientes AF de diversas edades, que tengan el
estudio de fragilidad cromosomica para asegurar que si son AF. También se les
haran algunas preguntas pues sera necesario que no estén trasplantados o
trasfundidos recientemente, porque en estos casos, podriamos estudiar las células
del donador y no las del paciente. Los pacientes que no podrian participar en este
estudio son aquellos que fumen, o los que tengan un cancer declarado y los que
estén tomando medicamentos para eso, ya que tanto el cancer como los
medicamentos afectan a las células en estudio.

Participacion Voluntaria

Se le informa también que su decisién de participar o no en este proyecto es
completamente libre y que si decide no participar, esto no tendra repercusiones en
su atencién médica rutinaria, ya que su participacion es voluntaria.

Procedimientos y Protocolo

Las muestras de DNA que no se utilicen, se desecharan cuando finalice el estudio.
el dia de su cita programada a la Consulta del Servicio Hematologia para su toma
de muestra rutinaria de médula dsea, se obtendran también las muestras de
sangre y saliva. Se realizara con todos los requisitos de seguridad, material nuevo
y guantes y sera practicado por personal con amplia experiencia en la toma de la
muestra.

Al realizar la extraccion de acidos nucléicos de las células cultivadas a partir de la
muestra donada:

a) La muestra sera guardada en refrigeracion o congelacion; solo tendremos
acceso los investigadores involucrados directamente al proyecto y se almacenaran
identificandolas con un codigo y no con nombres.

b) Las muestras seran procesadas y guardadas en el Laboratorio de Citogenética
del INP para realizar comprobaciones, réplicas o estudios genéticos
complementarios para este mismo trabajo. Las muestras sobrantes no utilizadas
en este estudio, se eliminaran en cuanto se termine el proyecto.

Cuando se done la muestra para el estudio, puede haber dolor leve o molestia al
pinchar el brazo con la aguja, o durante la aplicacion de anestesia para la
extraccion de médula. Pueden presentarse complicaciones minimas como la
formacion de un “moreton” en el sitio de extraccion, aunque el riesgo es muy bajo
por contar con muy buenas condiciones de limpieza y personal capacitado.
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Beneficios

Con las muestras de médula 6sea y sangre, aparte de los estudios hematoldgicos
que se hacen rutinariamente para el seguimiento del paciente, se realizara un
analisis cromosdmico, que aunque no tendra un beneficio directo para usted, si
podra generar conocimiento sobre la enfermedad. Con las muestras de saliva (al
igual que con las otras muestras) se haréa el estudio en el DNA, de aqui no se
puede obtener informacion que sirva directamente para ver si hay algln dafio
cromosomico, pero nos servira para obtener informacion sobre el dafio que ha
acumulado en el DNA, lo cual puede ser muy (til para comprender porqué se
presentan las caracteristicas de personas adultas mayores en jovenes con AF.

Incentivos

La inclusion al estudio no implica compensaciones econdmicas ni de otra indole,
por lo que su aceptacion de participacién es completamente voluntaria y sin
remuneraciones, siendo el Unico beneficio de su participacion, el que con la
infarmacion que se obtenga de este proyecto, se puede ayudar a comprender
mejor la enfermedad llamada Anemia de Fanconi lo que podria ayudar en un
futuro a pacientes con la misma enfermedad y a sus familiares, a tener una mejor
calidad de vida.

Confidencialidad

Los datos personales se manejaran codificados, por lo que los nombres
correspondientes a las muestras solo los conoceran los investigadores o el
personal de salud que el investigador considere necesario para la atencién del
participante. Los datos seran guardados codificados y en confidencialidad y la
publicacién que se genere no incluira el nombre de los participantes.

Las muestras de DNA:

8. Se almacenaran hasta la obiencion de resultados de todo el proyecto,
calculamos 5 afios.

9. Se utilizara para el estudio en proceso solamente.

10.La informacién generada a partir de dichas muestras no serd compartida
con otros investigadores o patrocinadores.

11.Las muestras se identificaran por medio de cddigo. La descodificacion se
realizara al mamento del andlisis de resultados. Solo los participantes en
este estudio podran recibir la informacioén de los estudios de DNA

12.Usted puede decidir retirar su muestra en cualquier momento que lo desee.

13.Los resultados del analisis de DNA se mantendran confidenciales y si usted
no desea conacer los resultados se respetara su decision

14.En caso de utilizar material genético para obtener nueva informacion, se le
solicitara firmar una nueva carta de consentimiento informado en los
términos gue dicha investigacion requiera.

Proyecto Blsqueda de alteraciones gendmicas y epigenéticas relacionadas con 15
envejecimiento celular en pacientes con anemia de Fanconi V4 17-02-2020

96

.3
INP INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA

Entrega y divulgacion de resultados

Los resultados de las muestras de los pacientes, los conoceremos nosotros que
los obtenemos v si usted quiere conocer los resultados, nos lo puede indicar y se
los paodemos decir y explicar de que se tratan y que pueden significar, en que
pueden ayudar o si solo son para conocimiento de la enfermedad.

Los hallazgos de esta investigacion seran difundidos mas ampliamente, en
congresos y publicaciones, cuidando siempre de no mencionar los nombres de los
pacientes.

Derecho a negarse y/o retirarse

Usted es libre de negarse a participar en este proyecto desde un inicio o bien
retirarse en el momento que lo desee, manteniendo los derechos actualmente
tiene como paciente y de la atencién de sus médicos. De la misma manera, el
investigador puede retirar al participante del estudio en caso de que no
proporcione las muestras requeridas o la informacién solicitada.

A quién contactar

Si tiene alguna duda acerca del estudio o sobre la decision de participar, usted
puede contactar a la Dra. Sara Frias, Responsable del proyecto en el Laboratorio
de Citogenética del INP al teléfono: 10840900 extension 1326 y/o Dra. Leda
Torres M. Investigador en Ciencias Medicas, Investigador del proyecto, a la
extension 1326 o 1436 en dias y horas habiles o al celular 5529701014 o 045-777-
5137406. En caso de que tenga dudas sobre su participacion en este estudio,
puede comunicarse con el Dr. Alberto Olaya Vargas, Presidente del Comité de
Etica del Instituto Nacional de Pediatria, al teléfono 55 67 31 02 25 extension
1581.

PARTE 2 Formulario de Consentimiento

He leido la informacién proporcionada (o me ha sido leida). He tenido la
oportunidad de preguntar sobre ella y se me ha contestado satisfactoriamente las
preguntas que he realizado. Consiento voluntariamente a participar en esta
investigacion come paciente y entiendo que tengo el derecho de retirarme de la
investigacién en cualquier momento sin que afecte en ninguna manera mi cuidado
médico.

Nombre del participante:
Firma del participante:
Fecha.

[Si es analfabeto nombre y firma del testigo que sabe leer y escribir (si es posible
esta persona debe ser seleccionada por el participante y no tener conexién con el
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equipo de investigacion).
Los participantes analfabetos deben incluir su huella dactilar también.]

He sido testigo de la lectura exacta del documento de consentimiento para el
potencial participante y el individuo ha tenido la oportunidad de hacer preguntas.
Confirmo que el individuo ha dado consentimiento libremente.

Nombre del testigo 1:
Firma del testigo:
Direccion:
Relacién con el participante:
Fecha:

Nombre del testigo 2:
Firma del testigo:
Direccion:
Relacion con el participante:,
Fecha:

Nombre del investigador o quien recoge el consentimiento
informado:

Firma:

Fecha:

Ha sido proporcionada al participante una copia de este documento de

consentimiento informado (iniciales del investigador)
Si No
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[Il.- Aprobacion del Proyecto por el comité de Investigacion del Instituto Nacional de
Pediatria

11/12/2019 Correo de Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM - Dictamen Final - Comité de Investigacién

G

< g
I: Dra. Sara Frias Vazquez <sarafrias@iibiomedicas.unam.mx>
BIOMEIDICAS

Dictamen Final - Comité de Investigacion
1 mensaje

ppei.admon@gmail.com <ppei.admon@gmail.com> 11 de diciembre de 2019, 12:36
Para: sarafrias@biomedicas.unam.mx
Cc: comitedeinvestigacioninp@gmail.com
Estimad@ Investigador SARA FRIAS VAZQUEZ:
Por este medio, se hace de su conocimiento que el protocolo titulado: BUSQUEDA DE ALTERACIONES GENOMICAS Y
EPIGENETICAS RELACIONADAS CON ENVEJECIMIENTO CELULAR EN PACIENTES CON ANEMIA DE FANCONI,
ha sido evaluado por el Comité de Investigacion.

Dictaminado como:
APROBADO

Comentarios: .
LA INVESTIGADORA CONTESTO LAS OBSERVACIONES

ATENTAMENTE

Comité de Investigacion
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